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Ata da defesa de dissertagdo da Mestranda Silvia Patricia Mendes Costa realizada em
28 de fevereirc de 2003, como requisito final para obtencdo do titulo de Mestre em
Bioguimica.

As 17:00 horas do dia 28 de fevereiro de 2003, foi aberto, no Auditdrio Prof. Marcionilo
Lins, Depto. de Bioquimica/CCE, o ato da defesa de dissertacio da mestranda Silvia
Patricia Mendes Costa, aluna do Curso de Mestrado em Bioguimica. Iniciando os
trabalhos, a Profa. Dra. Vera Licia de Menezes Lima, (Coordenadora do curso supra
citado), fez a apresentagdo da aluna, de suas orientadoras, Profa. Dra. Vera Lucia de
Menezes Lima, e a Profa. Dra. Maria Luisa Martins Alessio, do Depto. de Fisioclogia e
Farmacologia/UFPE, e da Banca Examinadora composta pelos Professores Doutores:
Vera Lucia de Menezes Lima, na qualidade de Presidente, Maria Tereza dos Santos
Correia, Luana Cassandra Breitenbach Barroso Coelho, os trés do Depto. de
Bioquimica, e a Profa. Dra. Belmira Lara Andrade da Silveira, do Depto. de Fisiologia e
Farmacologia/UFPE. Apoés as apresentacdes, a Sra. Presidente convidou a aluna para
a apresentacdo de sua dissertagdo intitulada: “Influéncia de uma Desnutrigao
Multifatorial na Composicio dos Acidos Graxos de Fosfolipideos do Sistema
Mervoso Central e Figado em Diferentes Periodos do Desenvolvimento do Rato”, e
informou, que de acordo com o Regimento Interno do Curso, o candidato dispde de ate 50
(cinglienta) minutos para apresentagao do trabalho e o tempo de arguicao para cada
examinador, juntamente com o tempo gasto pelo aluno para responder as perguntas sera
de 30 (trinta) minutos. A mestranda procedeu a explanacio e comentarios acerca do tema
em 35 (trinta e cinco) minutos. Apds a apresentagdo, a Sra. Presidente concedeu um
intervalo de 10 minutos. Reiniciando os trabalhos, a mesma convidou a Banca para
ocupar seus lugares e passou a palavra ao primeiro examinador, Profa. Belmira Lara
Andrade da Silveira, que ap6s agradecer e fazer alguns comentérios, iniciou sua
argiicdo. Ao final, a referida professora deu-se por satisfeita, parabenizando a candidata
e suas orientadoras. Em sequida, a palavra foi passada para a Profa. Maria Tereza dos
Santos Correia, que fez alguns agradecimentos e comentarios, iniciando sua arguicao.
Finda a mesma, parabenizou a aluna e suas orientadoras. Em seguida, a palavra foi
passada para a Profa. Luana Cassandra Breitenbach Barroso Coelho, que fez alguns
agradecimentos e iniciou sua argiigdo. Ao final, a referida professora parabenizou a
candidata e suas orientadoras. Prossequindo, a Sra. Presidente usou da palavra para
fazer algumas consideragbes e agradecimentos a aluna e a Coordenacao do Curso de
Mestrado em Bioquimica, convidando a Comissdo a se reunir na Secretaria do Curso,
para proceder o julgamento na presencga da Coordenadora. Apos alguns comentarios, a
Comissao decidiu, por unanimidade, conceder a mengdo “Aprovada com Distingéo”
Nada mais havendo a tratar, lavrei a presente ata que vai assinada por mim, Secretario, e
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Resumo

A desnutri¢do durante os dois primeiros anos de vida da crian¢a ¢ um problema
de satde publica no Brasil, principalmente no Nordeste. A dieta basica regional (DBR),
consumida na Zona da Mata de Pernambuco e deficiente em proteinas, lipidios,
vitaminas e sais minerais provoca, no rato, um quadro de desnutricdo similar ao
marasmo que ¢ prevalente na nossa regido. Neste trabalho avaliamos o efeito da DBR
sobre a composi¢ao dos acidos graxos (AG) de fosfolipidios do sistema nervoso central
(SNC) e figado. O efeito da dieta foi avaliado em ratos controle e submetidos a DBR
durante gestagdo, aleitamento ¢ em ratos jovens alimentados com a mesma dieta
materna durante gestagdo e aleitamento. O grupo experimental de 60 dias continuou
recebendo a mesma dieta materna apds o aleitamento. As membranas de cortex,
hipotalamo e figado de ratos com 2, 12, 25 e 60 dias de nascimento foram isoladas e os
lipidios extraidos por solventes organicos. A composicao de AG dos fosfolipidios das
membranas foi analisada por cromatografia em fase gasosa. Nossos resultados mostram
que o cortex e hipotdlamo dos animais desnutridos, nas idades de 2, 12 e 25 dias ndo
apresentaram alteragdo significativa nos niveis de AG mais abundantes, sobretudo os de
acidos graxos poliinsaturados (AGPI) de cadeia longa, acido araquidonico (AA; 20:4n-
6) e acido docosahexaenoico (DHA; 22:6n-3), mas foi observado um aumento nesses
AGPI no hipotadlamo dos ratos de 25 dias. Os animais desnutridos apresentaram uma
forte redugdo nos niveis de AA no figado de 25 e 60 dias, acompanhada por um
aumento significante nos niveis de DHA, quando comparado ao grupo controle na
mesma idade. Provavelmente essas alteragdes ocorreram em func¢ao da liberagao da via
de dessaturagdo, em conseqiiéncia da redugdo significativa dos AG n-6, principalmente
do 4cido linoléico (18:2n-6) e AA, no grupo DBR.

Esse estudo mostra que niveis adequados de AGPI sao mantidos no SNC durante
a fase inicial do desenvolvimento do cérebro, apesar da dieta multideficiente, e pobre
em gorduras, indicando que na DBR existem ainda niveis suficientes de AG n-3. Sendo
assim, ¢ importante que os programas de nutrigdo do governo brasileiro incluam
estratégias relacionadas ao suprimento de AGPI para o desenvolvimento do cérebro de

criancas normais.



Abstract

Epidemiological studies have implicated maternal protein-calorie deficiency as an
important public health problem in underdeveloped countries, including Brazil.
Common sense always links good nutrition with normal development of infants and
particularly with brain development. The present study investigated the effects of a
regional basic diet (RBD)-induced malnutrition on fatty acids composition of
phospholipids from the central nervous system and liver in malnourished and control
rats. Animals of 2, 12 and 25 days old were fed with control or multi deficient diet
during gestation and suckling. The experimental group of 60 days old continued
receiving the same diet used by dams. The RBD is deficient in proteins, lipids, vitamins,
and minerals. Standard pellet chow (Ralston-Purina) was used to feed the control dams.
Our results showed that cortex of the malnourished animals, with 2, 12 and 25 days old
did not present a significant alteration on the levels of the most abundant fatty acids,
especially on the long-chain polyunsaturated fatty acid (PUFA), docosahexaenoic acid
(DHA; 22:6n-3) and arachidonic acid (AA; 20:4n-6), but an increase in these PUFA was
observed in hypothalamus of 25 days old rats, showing a greater variation between 2
and 25 days. The ratios of 18:1n-9:18:0, proxies for A’-desaturase activity, was
markedly higher in the liver of all age matched animals fed RBD. The ratio of 20:4n-
6:18:2n-6, a proxy for A’ and A’-desaturase and elongase activity, in the liver of the
dams and pups fed RBD also was higer (2-fold). The malnourished animals presented a
strong reduction on liver AA levels at 25 and 60 days old, which was accompanied by
significant increase in DHA level, when compared with age-matched control group.
Probably, these alterations were due to discharge desaturation pathways, in consequence
of a significant reduction of the fatty acids n-6, mainly linoleic acid (18:2n-6) and AA,
in RBD group.

This study shows that adequate levels of PUFA are maintained in the central
nervous system during the early stage of brain development, despite using the multi
deficient diet-RBD. It also seems that RBD supply the animal with sufficient levels of
n-3 fatty acids. Nevertheless, we conclude that it is highly important in Brazilian
government nutrition programs the inclusion of strategy related to PUFA supply intakes

for infant normal brain development.
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INTRODUCAO

1.1 Nutricdo e sua importancia

Para que o desenvolvimento e a organizagdo funcional de um ser vivo ocorram
normalmente, ¢ necessaria, dentre outros fatores, uma nutricio adequada, tanto em
qualidade como em quantidade. Tal fator ¢ indispensavel em todas as fases do
desenvolvimento do organismo, desde o periodo fetal até o envelhecimento. Nesse
sentido, a nutri¢do consiste em um conjunto de processos organicos que envolvem a
alimentacdo, a digestdo, a absor¢do e o metabolismo.

A desnutricdo, por sua vez, ¢ um dos mais graves problemas sociais, principalmente
em paises em desenvolvimento. Quando incide em criangas, ela se constitui um
problema de satide publica, seja ocorrendo isoladamente ou associada a outros fatores
que aumentam a morbidade e a mortalidade (Waterlow, 1997).

Em muitas areas do Nordeste do Brasil, mais de 20% das criancas sofre de
desnutricao de 2° ou 3° grau. De acordo com a segunda pesquisa estadual de satde e
nutri¢do, realizada no Estado de Pernambuco em 1998, observou-se que em todas as
areas estudadas, a desnutri¢do ¢ menos prevalente no grupo de criangas menores de um
ano de idade (considerando a relagao peso/idade). Comparando-se a ocorréncia de
desnutri¢cao severa e moderada dos menores de um ano, nos diferentes Estados, no
Interior Rural foram encontrados os maiores percentuais de desnutricdo em todos os
graus, em praticamente todos os grupos etarios (INAN/MS-IMIP, DN/UFPE-SES/PE,
1998).

1.2 Nutricao na gestacao

Durante a gestagdo, a nutricdo ¢ determinada pela quantidade e qualidade dos
nutrientes fornecidos através da placenta. Esses nutrientes, por sua vez, dependem da
combinag¢do entre a dieta e as reservas maternas dos nutrientes. O feto e a placenta sdo
verdadeiramente dependentes do suprimento materno de acidos graxos essenciais
(AGE) para o crescimento e desenvolvimento.

Antes da gravidez, a dieta apresenta um papel importante na determinacdo dos
niveis de AGE maternos, ja que esses nutrientes fundamentais sdo estocados no tecido
adiposo e podem ser mobilizados através da lipolise. Os fosfolipidios nos vasos da

placenta e a vasculatura uterina sdo dependentes dos AGE supridos pela mae para



formacao de eicosandides. Antes da concepg¢ao, a nutricdo materna determina, em parte,
quais as gorduras especificas acumuladas na concepg¢ao e nos tecidos placentarios (Innis
etal., 1991; Uauy et al., 1996).

Na vida fetal a desnutrigdo pode afetar o crescimento, como também o
funcionamento de alguns 6rgaos e tecidos, incluindo o pancreas enddcrino, o figado e os
vasos sangiiineos. Algumas dessas alteracdes podem ser permanentes (Barker, 1997).
Em humanos e animais, o retardo no crescimento intrauterino esta associado com
anormalidades comportamentais, metabolicas e fisioldgicas na progénie, as quais podem

surgir até na vida adulta (Lueder et al., 1990).

1.3 Nutrig&o e sistema nervoso

Inimeros  estudos tém demonstrado que a desnutricdo  repercute
desfavoravelmente sobre os mais variados aspectos do desenvolvimento e
funcionamento do sistema nervoso de criangas e animais. No inicio da vida, o
crescimento e desenvolvimento do sistema nervoso estdo ocorrendo com grande
intensidade através dos processos de hiperplasia (aumento no nimero de células),
hipertrofia (aumento do tamanho das células) e mielinizagdo (Morgane et al., 1978,
1993; Innis & Auestad, 2000). Durante o periodo de desenvolvimento e crescimento
rapidos do sistema nervoso, o qual ¢ denominado de “periodo critico” ou de maior
vulnerabilidade a vérios tipos de agressdes (Dobbing, 1968), ocorre um aumento rapido
do peso cerebral, pois a neurogénese, a gliogénese, a migracdo neuronal e a
mieliniza¢do estdo no auge. A época em que ocorre o periodo critico varia conforme a
espécie animal. Nos seres humanos inicia-se no final do periodo pré-natal (ultimo
trimestre de gestacao) e se estende até os primeiros anos de vida poés-natal (2 a 4 anos);
ja na cobaia, corresponde apenas a vida pré-natal. No cdo e no rato, coincide com o

periodo de aleitamento (Scrimshaw & Gordon, 1968).

1.4 Importancia dos Lipidios

Os lipidios sd@o os maiores componentes do cérebro, compreendem 50 a 60 % de
peso seco no cérebro adulto e tém os 4cidos graxos poliinsaturados (AGPI) de cadeia
longa como seus maiores constituintes, aproximadamente 35%, entre eles os mais
abundantes no cérebro dos mamiferos sdo o acido araquiddnico (AA; 20:4n—6) e o acido
docosahexaendico (DHA; 22: 6n-3) (Green & Yavin, 1998). Esses AGPI sao

sintetizados localmente através de uma série de etapas de dessaturacdo e alongamento



da cadeia carbonada e uma [B-oxidagdo, a partir de precursores obtidos na dieta, acido
linoléico (18: 2n-6) e linolénico (18: 3n-3), respectivamente (Voss et al., 1991; Innis,
1993 e 1994; Innis & Deyer, 1997).

O AA e DHA podem ser obtidos diretamente de fontes dietéticas como ovos,
peixe e carne, ou através de 6leos. O AA ¢ encontrado em niveis relativamente altos em
muitos tecidos, enquanto que o DHA aparece em maior propor¢do no sistema nervoso
central (SNC), e em tecidos como retina e a substincia cinzenta do cérebro
(Wainwright, 2002). Os AGPI de cadeia longa, principalmente o DHA, tém um papel
essencial na fisiologia do cérebro e retina. Numerosos estudos indicam uma alteragdo na
composic¢ao de acidos graxos (AG) das membranas do cérebro, associada a amplitudes
insignificantes no eletroretinograma, e diminuicdo do desempenho cognitivo em
animais alimentados com uma dieta carente em AGPI n-3 (Connor et al., 1992; Yehuda

& Carosso, 1993; Carrié et al., 2000).

1.5 Importancia dos AGE no desenvolvimento do sistema nervoso

Durante a vida fetal, quando a organogénese ¢ o desenvolvimento do cérebro
ocorrem durante intervalos de tempo especificos e limitados, um suprimento adequado
de AGE para o desenvolvimento do feto ¢ importante. A analise de AG dos lipidios
totais do cérebro e figado fetal, indica que a demanda fetal por n-3 e n-6 ¢ alta durante o
desenvolvimento intrauterino. Durante o ultimo trimestre de gestacao, o acumulo de AG
n-3 e n-6 aumenta progressivamente com a gestacdo (Clandinin et al., 1980; Martinez et
al., 1992).

Existem poucas informacdes sobre o requerimento minimo absoluto para varios
AGPI de cadeia longa. Em parte, isto é devido a alguns fatores como: 1) os AGPI de
cadeia longa podem ser sintetizados através de seus precursores, os AGEs; 2) a
concentragdo de varios AGPI de cadeia longa no plasma representando niveis
deficientes e suficientes ainda ndo estdo bem definidos, e 3) ndo existem testes clinicos
estabelecidos para niveis deficientes e suficientes desses AG. Com estas dificuldades, o
comportamento sensorial e motor, cognitivo e social, podem ser testados através de
triagens clinicas, avaliando as agdes benéficas dos AGPI de cadeia longa sobre o
crescimento e desenvolvimento do cérebro (Gibson & Makrides, 2000; Carlson, 2000;
Das, 2003).

A deficiéncia em AGE ¢é um tipo de desnutricao, e esta associada a uma piora em
todos os parametros na desnutricdo calorico-protéica severa. O aumento da atividade da

A’® dessaturase na relacio C18:1/C18:0 e a peroxidacio lipidica acentuada sem nenhuma



deficiéncia em AGE, poderia ser o marco inicial na desnutrigdo caldrico-protéica
(Houssaini et al., 2001).

Marin & Alaniz 1998 afirmaram que “a desnutri¢do calorico-protéica durante a
gestacao e lactagdo afeta as atividades dessaturase dos AG, e portanto a composi¢ao em
AG dos tecidos em desenvolvimento”. Esse trabalho eles demonstraram que a presenga
do AG 18:3n-3 na dieta materna poderia ser util para melhorar a biossintese de AGPI de
cadeia longa, considerado como uma estratégia nutricional relacionada com o
suprimento desses AG para o crescimento e desenvolvimento normal do tecido. Estudos
revelam que a atividade das dessaturases catalisando a biossintese de AG, como AA e
DHA, pode ser influenciada pela quantidade e qualidade de proteinas da dieta.
Conseqiientemente, a dieta protéica influencia nos niveis de AA, DHA e outros AGPI
de cadeia longa n-3 e¢ n-6 (Peluffo et al, 1984). Um modelo experimental
nutricionalmente balanceado foi utilizado por Ratnayake et al., em 1997, para obter
mais informagdes sobre a influéncia da quantidade e qualidade da dieta protéica sobre
os niveis dos lipidios do soro e de AGPI em figados de ratos. Baseados neste estudo e
em observagdes de Koba et al., (1993), os autores sugerem que uma fonte de proteina
que aumenta o colesterol do soro, também pode promover a biossintese dos AGE, AA e
DHA.

O processo de dessaturacdo ¢ ativado pelas enzimas A° e A’ dessaturases, as quais
participam em etapas equivalentes da biossintese dos acidos graxos, tanto da familia n-3
como n-6. A enzima chave é a A® dessaturase, a qual tem mais afinidade pelo substrato
com maior niimero de duplas ligagdes (Narce et al., 1988; Koletzko 1992; Innis 1993 ¢
1994).

1.6 AGE e desenvolvimento intrauterino

O suprimento adequado de AG, a partir da circulagdo materna para o feto e
durante o aleitamento ¢ essencial para o crescimento e desenvolvimento 6timos no
periodo perinatal, uma vez que a plena capacidade de dessaturacdo e alongamento a
partir de seus precursores pelo figado fetal e neonatal ¢ discutivel (Innis, 1991;
Farquarson et al., 1995; Sauerwald et al, 1996). O metabolismo fetal ¢
conseqlientemente, o crescimento fetal, dependem diretamente da passagem de
nutrientes através da placenta, e portanto, a mae deve adaptar seu metabolismo para
suprir a passagem continua de substratos (Herrera, 2002). No tutero, a placenta extrai

seletivamente e substancialmente AA e DHA da mae e enriquece a circulacao fetal.



Muitas evidéncias surgiram na ultima década sugerindo que as alteragdes na
nutricdo materna durante a gravidez podem afetar, irreversivelmente, aspectos
funcionais fisiologicos e bioquimicos no feto (Chapman et al., 2000). Estudos indicam
que ha uma pequena conversao placentaria dos AGE precursores para AA ¢ DHA.
Similarmente, a analise da dessaturagao e atividade redutase mostrou que a placenta ¢
menos funcional do que o figado materno ou fetal (Crawford., 2000). Durante o
desenvolvimento intrauterino, no qual ha um actimulo de AGPI de cadeia longa no
cérebro, desenvolve-se um mecanismo protetor do suprimento destes acidos para o feto,
consistindo no fornecimento de DHA do figado materno para a placenta e dai para o
figado e o cérebro fetais (Crawford et al., 1981).

De acordo com Green & Yavin (1995, 1998) o trato gastro-intestinal fetal pode
suprir o cérebro em algumas condigdes, como a administragcdo intra-amnidtica de etil-
docosahexaenoato (Et-DHA). Através dessa rota, o DHA ¢ suprido independentemente
do metabolismo materno, e o figado fetal esta aparentemente envolvido.

O trato gastro — intestinal pode ser util para o suprimento de DHA em casos de
insuficiéncia placentdria materna, resultando no retardo do crescimento intra-uterino.

O cérebro fetal ¢ capaz de metabolisar o 18:3n-3 a DHA, sem a participagdo do
figado fetal, contribuindo, desta forma, no acumulo do seu proprio DHA durante um dos
periodos mais decisivos do seu desenvolvimento. Os autores afirmam ainda que a
administragdo intra-amnidtica representa um caminho para o suprimento de DHA
independente do metabolismo materno, mas que envolve, provavelmente, o figado fetal.

Os estudos realizados em animais também apontam fortemente para o ultimo
periodo de gestacdo como sendo critico para o aumento de DHA no cérebro. Foi
demonstrado um maior acimulo de todos os AG durante os ultimos trés dias de
gestacdo no cérebro fetal do rato e o unico AG que continuou aumentando até o
nascimento foi o DHA. (Green & Yavin, 1999).

De acordo com Jumpsen & Clandinin, em 1995, no final da gravidez ocorreu um
aumento de DHA no cérebro intrauterino em torno de 75%, constituindo um “pique no
aumento de DHA”. Esse aumento coincide com o pico da neurogénese no feto do rato.

Trabalho de Soares et al., (1995) demonstrou um aumento paradoxal nos niveis de
AA em animais com dois dias de vida nascidos de maes carentes em AGE, quando
comparadas aos controles. Os AGE sdo incorporados preferencialmente dentro dos
tecidos em desenvolvimento. A partir de estudos de Crawford et al., em 1989, foi
observado que o aumento dos niveis de AGPI nos estagios iniciais do desenvolvimento

em filhotes nascidos de mdes com uma deple¢do em AGE poderia resultar de um



processo analogo ao aumento de AA apresentado na placenta durante a deficiéncia em
AGE. Ha também evidéncia da regulagdo pelo figado da composi¢ao lipidica extra-
hepética em animais privados em AGE. A estimulagdo das enzimas hepaticas A’ e A°
dessaturases tém sido observada em ratas gravidas deficientes em AGE (Cardot et al.,
1987).

A dessaturagdo e alongamento desses AG sdo realizadas no cérebro em
desenvolvimento ou maduro. No entanto, o cérebro do feto de rato a termo tem a
capacidade de captar, converter e esterificar seletivamente os AGE e seus derivados
poliinsaturados de cadeia longa, em fosfolipidios (Green & Yavin, 1993; Moore et al.,
1990 e 1991).

Estudos realizados em astrocitos de cérebros em neonatais sugerem que a
elongagdo e subseqliente dessaturagao A® de 24:6n-3 e 24:5n-6, limita a formacdo de
22:6n-3 nos astrocitos de cérebros, sugerindo que estes ultimos apresentam um papel
importante em fornecer AG para outras células através da secre¢do como ésteres de
colesterol. A partir desses resultados os autores sugerem que os €steres de colesterol e
outros lipidios, secretados potencialmente com apolipoproteinas poderiam ser
importantes no trafego intracelular de colesterol ¢ AG n-3 e n-6 essenciais € nao

essenciais de astrocitos para outras células neurais (Innis & Dyer, 2002).
1.7 Manipulagdes dietéticas, AGE e membranas bioldgicas

Tem sido reportado que alteragdes na ingestdo de gordura na dieta resulta em
diferencas na composicdo lipidica estrutural e nas funcdoes de uma variedade de
membranas (Clandinin, et al., 1991).

A composicdo de acidos graxos dos fosfolipidios de membrana parece estar
especialmente relacionada a mudanga na ingestdo de acidos graxos essenciais (AGE)
pelos animais, ¢ o balango entre os AGE n-3 e n-6 consumidos (Hargreaves et al.,
1987). Entretanto, os AGE sdo muito importantes na dieta durante a gravidez, eles
apresentam um papel crucial durante o crescimento e desenvolvimento fetal (Otto,
1997). O suprimento de AGE afeta a composi¢do estrutural do cérebro e da bainha de
mielina em particular. Em termos funcionais, essas mudancas bioquimicas induzidas
pela desnutricdo incluem alteracdes na atividade eletroencefalografica, na resposta
evocada auditiva e visual, no desenvolvimento cognitivo e motor, ¢ em habilidades
sociais (Uauy et al., 2001).

Em trabalho de revisao, Salem et al., (1986) demonstraram que a composi¢do em

acidos graxos do plasma sangiliineo e figado responde muito rapidamente as



manipulagdes dietéticas. Uma dieta deficiente em 18:3n-3 determina a diminui¢do do
DHA no plasma e figado, modificando a composi¢do de 4cidos graxos das membranas
celulares e organelas do cérebro (Foot et al., 1982; Bourre et al., 1984; Clandinin et al.,
1997; Carri¢ et al., 2000). Isto induz a uma perda dramatica de DHA compensado por
um aumento do acido docosapentaenoico (22:5n-6), quando o precursor da familia n-6
esta disponivel.

Essas alteracdes levam a mudancas nas propriedades fisicas das membranas
celulares, nas atividades enzimaticas, em receptores, assim como no transporte e
interagdes celulares.

Os compostos lipidicos como os fosfolipidios variados e o colesterol, servem
como componentes especializados das membranas celulares e organelas. A quantidade
total e a composicao relativa dos tipos de lipidios podem afetar a fluidez da membrana e
as interagdes proteina/lipidio que resultam em mudangas nas fungdes celulares totais. A
composi¢do de AG dos lipidios estruturais da membrana pode afetar a funcdo da
membrana pela modificagdo na fluidez da membrana, densidade da membrana,
propriedades da fase lipidica, ou pela interacdo dos AG com as proteinas da membrana
(Stubbs & Smith, 1984; Clandinin & Jumpsen, 1997; Wainwright, 2002). Sendo assim,
a expressao de gene diferencial induzida pelos AGE e mudangas nas propriedades
biofisicas na membrana sdo comumente responsaveis pelos efeitos funcionais
observados (Uauy et al., 2001).

Os AGPI de cadeia longa e derivados eicosanoides estdo envolvidos na regulagio
de crescimento e diferenciagdo celular pela modulagdo da expressao génica (Vamecq &
Latruffe, 1999). Por exemplo, o efeito do DHA na maturagdo funcional da retina
observada em diversas espécies de animais, incluindo primatas, pode ser tracada para
um efeito diferente no processo de diferenciagdo do fotorreceptor. Estudos usando
culturas primarias de células neuronais de retina t€ém revelado um mecanismo potencial
pelo qual este nutriente essencial afeta condicionalmente a expressdo génica critica para
o crescimento do fotorreceptor e fung¢ao da retina.

A partir das modificagdes fisioldgicas ocorridas nas membranas celulares, surgem
também alteragdes no comportamento e aprendizado nos animais (Yamamoto et al.,
1988; Connor et al., 1992; Nakashima et al., 1993; Carrié et al., 2002), podendo,
inclusive, estar associadas com diversas medidas no neurodesenvolvimento, como o
desenvolvimento de reflexo (Wainwright et al., 1991), acuidade visual (Neuringer et al.,

1986), ¢ atividade exploratoria (Enslen et al., 1991).



Diversos estudos tém demonstrado uma associagcdo entre niveis inadequados de
DHA nos fosfolipidios do cérebro e desenvolvimento neuroldgico (Neuringer &
Connors, 1988; Carlson et al., 1992; Scott et al., 1998; Lim & Suzuki, 1999) e redugao
da capacidade de aprendizagem em ratos alimentados com dieta carente em 18:3n-3

(Sastre et al., 1998).
1.8 Amamentacao, niveis de DHA e desenvolvimento neurologico

Os niveis de DHA ¢ AA de criangas no nascimento estdo relacionados aos niveis
maternos desses AG durante a gravidez, especialmente durante o Ultimo trimestre
(Connor et al., 1996;0tto et al., 1997). A mée continua a suprir a crianga com DHA e
AA apos o nascimento através da amamentagao. Os niveis de DHA do leite materno sao
linearmente relacionados com a ingesta materna de DHA (Makrides et al., 1996).

Como as maes utilizam seu DHA acumulado para suprir o feto em
desenvolvimento, seus proprios niveis de DHA s3o comprometidos, como evidenciado
pelo aumento relativo no 4cido de mead (20:3n-9), um marcador da deficiéncia de AGE,
na artéria do corddo umbilical, e mais especificamente por um aumento no indice
deficiente de DHA materno (a razao do &cido docosapentaenodico 22:5n-6 para DHA no
sangue) com o progresso da gravidez (Al et al., 1995; Honstra et al., 1989). Além disso,
os niveis maternos de DHA declinam no periodo pos-parto, especialmente se ela esta
amamentando (Otto et al., 1998). Os niveis relativos de AA da mae também diminuem
durante a gravidez (Al et al., 1995; Arterburn et al., 2000).

Em criangas amamentadas com leite materno as concentragcdes de DHA sdo
maiores nos fosfolipidios do cértex cerebral quando comparadas aquelas alimentadas
com leite industrializado, e demonstrou-se que as primeiras apresentam vantagens no
seu desenvolvimento intelectual (Morley et al., 1994; Gordon., 1997). Entre outros
aspectos, essas criangas apresentam um efeito benéfico nas fungdes cognitivas. O leite
humano ¢ considerado uma boa forma de nutri¢do para criancas.

A importancia dos AGPI de cadeia longa n-3 e n-6 no leite humano para o
desenvolvimento normal do cérebro, especialmente durante o inicio da vida, tem sido
enfatizada em muitos estudos (Innis, 1991; Carlson et al., 1986; Birch et al., 1992). O
leite humano e de formula infantil contém os precursores dos AGE, 18:2n-6 ¢ 18:3n-3.
Os AGPI de cadeia longa AA e DHA estdo naturalmente presentes no leite, mas

geralmente ausentes em formulas infantis (Chen et al., 1997).



Criangas prematuras que ndo sao amamentadas sdo privadas do aumento da
gordura intrauterina vital durante a gravidez tardia e deve contar com féormulas para
obter os AGE para o desenvolvimento normal, particularmente do sistema visual.

Hoffman & Uauy (1992) pesquisaram a importancia dos AG n-3 em criancas
prematuras submetidas a diferentes dietas suplementadas com AG n-3 e criangas que
receberam leite materno. Os resultados do estudo confirmam a essencialidade dos AG
n-3 em criangas prematuras na obtencdo do perfil de AG, comparado a criancas que
receberam leite materno. A partir dos resultados acima descritos, eles concluiram que
criangas prematuras devem receber formulas suplementadas com AG n-3, incluindo os
AGPI de cadeia longa.

De acordo com os estudos de Uauy et al., (1996), a base para a essencialidade dos
AG n-3 em humanos inclui ndo apenas evidéncias bioquimicas, mas também medidas
funcionais associadas a deficiéncia em AG n-3 observada em humanos e primatas; o
desenvolvimento funcional da retina e cortex occipital ¢ afetado pela deficiéncia em
18:3n-3 e por uma caréncia em DHA em formulas de criangas prematuras. Sendo,
portanto, os AGPI de cadeia longa n-3 considerados essenciais para a nutri¢ao infantil.
O DHA deve ser exigido por individuos com disturbios hereditarios metabodlicos na
elongagao e dessaturagdo, como por exemplo, pacientes com desordens peroxissomais e

algumas formas de retinite pigmentosa.
1.9 A Dieta Basica Regional

A partir de um modelo de desnutricdo estabelecido através de inquéritos
alimentares em populagdes economicamente desfavorecidas da Zona da Mata de
Pernambuco, area de cultivo de cana-de-acgucar, o setor de Nutricio Humana do
Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco, identificou os
quatro alimentos basicos mais freqiientemente consumidos. Sao eles, feijado mulatinho
(18,34%) — Phaseolus vulgaris, farinha de mandioca (64,81%) — Manioc esculenta,
batata doce (12,76%) — Ipomaea batatas, carne de charque (3,74%) e gordura de charque
(0,35%) — carne bovina salgada e prensada e que constituiam a base da alimenta¢do
didria dessas populagdes. Obtidas essas informagdes, confeccionou-se uma dieta
experimental multideficiente chamada “Dieta Basica Regional” (DBR), constituida
desses mesmos alimentos e na propor¢cdo em que foram identificados no inquérito

(Coutinho, 1976 & Teodosio et al, 1990).



Estudos relacionados com a DBR sdo baseados na incidéncia pronunciada de
diferentes estdgios de desnutricdo presentes naquela populacdo, especialmente entre as
criangas.

A analise bioquimica desta dieta apresentou uma deficiéncia em proteinas,
lipidios, vitaminas e sais minerais (Teodosio et al., 1990), proporcionando um
instrumento experimental notavel para o estudo da desnutricdo em ratos (Monteiro et
al., 2001; Paixao et al., 2001).

A DBR provoca, no rato, um quadro de desnutri¢cdo similar ao marasmo, que ¢
prevalente na nossa regido. Portanto, experiéncias utilizando a DBR foram consideradas
como importantes para estudar os mecanismos das respostas funcionais, metabolicas e
do sistema nervoso face a uma dieta multideficiente. Estudo preliminar realizado em
nosso laboratério demonstrou que esta dieta, além de ser muito pobre em gordura total
(0,3%), esta ¢ de origem animal, sendo, provavelmente deficiente em AGE e vitamina
E. Na dieta padrao, o 18:2n-6, corresponde a 2,77% dos acidos graxos ¢ na DBR 0,06%.
No entanto, a composi¢do relativa de 18:3n-3 ¢ maior na DBR (Aléssio & Calumbi,

1998).
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OBJETIVOS

GERAL:

Estudar, em diferentes periodos do desenvolvimento do rato, o efeito da
desnutricdo, comum em criangas da Zona da Mata, sobre o perfil de acidos
graxos constituintes dos fosfolipidios presentes no sistema nervoso central e

figado, o que permitird avaliar a susceptibilidade desses constituintes a DBR.

ESPECIFICOS:

Determinar a composi¢ao de acidos graxos constituintes dos fosfolipidios e
membranas celulares do SNC (cortex e hipotalamo) de ratos com 2, 12, ¢ 25 ¢
também em animais adultos jovens, com 60 dias de vida, cujas maes foram
submetidas a desnutri¢do primaria, causada pela administracdo da DBR durante

a gestagdo e aleitamento;

Determinar a composi¢do de acidos graxos constituintes dos fosfolipidios e

membranas celulares do figado nesses animais;

Comparar os dados obtidos com o acido araquidonico (AA; 20:4n-6) no sistema

nervoso central e figado nas diferentes idades;

Comparar os dados obtidos com o acido docosahexaenoico (DHA; 22:6n-3) no

sistema nervoso central e figado nas diferentes idades;

Comparar estatisticamente os resultados obtidos para o grupo desnutrido aqueles

encontrados em ratos cujas maes tenham recebido dieta controle.
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Abstract

Epidemiological studies have implicated maternal protein-calorie deficiency as an
important public health problem in underdeveloped countries, including Brazil.
Common sense always links good nutrition with normal development of infants and
particularly with brain development. The present study investigated the effects of a
regional basic diet (RBD)-induced malnutrition on fatty acids composition of
phospholipids from the central nervous system and liver in malnourished and control
rats. Animals of 2, 12 and 25 days old were fed with control or multi deficient diet
during gestation and suckling. The experimental group of 60 days old continued
receiving the same diet used by dams. The RBD is deficient in proteins, lipids, vitamins,
and minerals. Standard pellet chow (Ralston-Purina) was used to feed the control dams.
Our results showed that cortex of the malnourished animals, with 2, 12 and 25 days old
did not present a significant alteration on the levels of the most abundant fatty acids,
especially on the long-chain polyunsaturated fatty acid (PUFA), docosahexaenoic acid
(DHA; 22:6n-3) and arachidonic acid (AA; 20:4n-6), but an increase in these PUFA was
observed in hypothalamus of 25 days old rats, showing a greater variation between 2
and 25 days. The ratios of 18:1n-9:18:0, proxies for A’-desaturase activity, was
markedly higher in the liver of all age matched animals fed RBD. The ratio of 20:4n-
6:18:2n-6, a proxy for A~ and A’-desaturase and elongase activity, in the liver of the
dams and pups fed RBD also was higer (2-fold). The malnourished animals presented a
strong reduction on liver AA levels at 25 and 60 days old, which was accompanied by
significant increase in DHA level, when compared with age-matched control group.
Probably, these alterations were due to discharge dessaturation pathways, in
consequence of a significant reduction of the fatty acids n-6, mainly linoleic acid
(18:2n-6) and AA, in RBD group.

This study shows that adequate levels of PUFA are maintained in the central
nervous system during the early stage of brain development, despite using the multi
deficient diet-RBD. It also seems that RBD supply the animal with sufficient levels of
n-3 fatty acids. Nevertheless, we conclude that it is highly important in Brazilian
government nutrition programs the inclusion of strategy related to PUFA supply intakes

for infant normal brain development



Introduction

Several studies including epidemiological ones have implicated maternal
protein-calorie deficiency as an important public health problem in underdeveloped
countries, including Brazil (Saraiva et al. 1992; UNICEF, 1992; Monteiro et al. 1992;
Idohou-Dossoul et al. 2003; Osorio et al. 2004). Foetal malnutrition is known to be the
most significant factor for high infant and postnatal mortality rates in these countries
(Wharton, 1991; Black et al. 2003), as well as for both preterm delivery and intra-
uterine growth retardation which contribute to low birth-weight. In Pernambuco, the
prevalence of low birth-weight is 8 % (Osorio et al. 2004).

The effects of malnutrition on the developing central nervous system have been
studied mainly because of the widespread incidence of infantile malnutrition and the
considerable evidence that many of its effects are permanent and are associated with
growth and impairments of higher mental functions, including deficit in intelligence
(Auestad & Innis, 2000; Ghys et al. 2002). In the pre- or post-natal period, permanent
effects on brain morphology, physiology, and neurochemistry are produced, and result
in high impact on the nervous system functions (Morgane et al. 1993). During this
period, developmental processes such as neurogenesis, gliogenesis and myelinization
are affected in different way, since that development of the central nervous system
occurs in phases, which follow a precise sequence, which is different in various brain
regions and even within a particular region, and varies in time from one animal species
to another (Galler et al. 2002)

Among the nutrients required for the normal biosynthesis of cellular membranes
during foetal and post-natal development, essential fatty acids (EFA) supply is
important for the developing foetus, mainly when organogenesis and brain development
occur during specific and limited time intervals (Wainwright, 2002). Lipids comprise
50-60% of the dry weight of the adult brain, of which approximately 35% are in the
form of long-chain polyunsaturated fatty acids (PUFA). Fatty acid analyses of total
lipids from foetal brain and liver tissues indicate that demand for n-3 and n-6 is high
during intrauterine development. In the last trimester of pregnancy, the quantitative
accretion of n-3 and n-6 fatty acids increase progressively as gestation progresses
(Martinez, 1992; Green et al. 1999; Herrera, 2002), and EFA linoleic acid (LA; 18:2n-
6) and o-linolenic acid (18:3n-3) play a very important role. These fatty acids are
precursors of their derivative PUFA, docosahexaenoic acid (DHA; 22:6n-3) and
arachidonic acid (AA; 20:4n-6), as a result of the desaturation-elongation pathways

(Gibson, 1999; Innis, 2003). That process occur in the mammalian organism by



enzymatic systems comprising fatty acyl-CoA synthetases, the A6 and A5 desaturases
and respective elongases, and a variety of acyltransferases and transacylases to form the
longer-chain derivatives (Sprecher, 2000).

18:3n-3 deficiency is associated with altered fatty acid composition of brain cell
membranes and organelles (Neuringer et al. 1986; Bourre et al. 1989) and these
alterations are region-specific (Carrié et al. 2000). Several studies indicate that
reduction in brain DHA results in loss of many sensory, behavioural, and cognitive
functions both in animal and human, including loss in visual sensitivity (Weisinger et
al. 1996; Neuringer et al. 1988; Pawlosky et al. 1997), visual acuity (SanGiovanni et al.
2000; Uauy et al. 2003), visual attention and visual recognition memory (Carlson et al.
1996). Therefore, EFA are of great importance in the diet of pregnant women and they
play a crucial role during foetal growth and development. DHA rapidly accumulates in
the brain through in uterus nutrition, mother’s milk, and diet during perinatal and early
post-natal life (Clandinin et al. 1980; Martinez, 1992; Green et al. 1999). Foetal
metabolism, and consequently, foetal growth, directly depend on the nutrients crossing
the placenta, and therefore, the mother must adapt her metabolism in order to support
this continuous draining of substrates. Higher DHA and AA levels in foetal plasma may
involve selective placental transfer, synthesis in placental or foetal tissues, or selective
foetal retention (Crawford, 2000, Herrera, 2002; Innis, 2003).

The use of experimental diets, similar in quality and quantity to those consumed
by man, is attractive for assessing the effects of such diets on the nutritional status. This
approach could be useful not only to minimize difficulties when the extrapolation of
laboratory findings to humans is desired, but also to provide invaluable data for
intervention programs to combat malnutrition. A multi-deficient diet, rich in
carbohydrates but deficient in proteins, lipids, vitamins and minerals, called “Regional
Basic Diet” (RBD) has been reported as a dietary model of experimental malnutrition
(Teodosio et al. 1990), which composition is similar to nutriment utilization of people
leaving in an area of sugarcane cultivation in the State of Pernambuco, Northeast of
Brazil, local were exists a pronounced incidence of different stages of malnutrition,
especially among the children (Coutinho et al. 1992). Recently, the RBD provides in
our University, has emerged as a remarkable experimental tool for studying malnutrition
in rats (Monteiro et al. 2001; Paixao et al. 2001). The purpose of the present study was
to evaluate the extend to which the use of a multi-deficient diet RBD affect the
composition of fatty acids linked to phospholipids from rat liver, hypothalamus and

cerebral cortex membranes in critical periods of the animal development.



Materials and methods

Animals and tissue preparation

All experimental procedures were performed in accordance with the Society for
Neuroscience ethical codes (Howard-Jones, 1985). and to the ethical requirements
approved by the Institutional Animal Care and Use Committee of the Centro de
Ciéncias Bioldgicas / Universidade Federal de Pernambuco and it was conducted in
accordance with the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (National
Research Council, 1995). The mothers (Wistar rats weighing 200-250 g) were housed at
28°C on a 12 h light-dark cycle, and were allowed free access to food and fresh water
ad libitum. The control group (n = 6) comprised offspring born from 3 dams fed
standard pellet chow diet commercially available and containing 22% of a mixture with
animal and soy protein (Agribandis Purina, Brazil) throughout mating, pregnancy, and
lactation. The malnourished group (n = 6) was offspring of 3 dams submitted to the
experimental multi-deficient diet RBD (Table 1), containing only 8% of a mixture with
a 5:3 proportion of vegetable to animal protein (Teodosio et al. 1990) which ingredients
were (g/g% diet): 18.34 beans (Phaseolus vulgaris), 64.81 manioc flour (Manioc
esculenta), 3.74 cured meat, and 12.76 sweet potato (Ipomoea batatas), 0.35 meat fat,
throughout mating, pregnancy and lactation.

After parturition the dams were kept in individual plastic cages. At birth, each
litter was culled to 8 pups and the pups remained with their respective diets during the
suckling period. After weaning (d 25), the pups of both control and malnourished
groups were fed the same diets as their dams. In each dietary group, young pups at the
appropriate age from two different litters were killed by decapitation under deep
anaesthesia with diethyl ether on day 2, 12, 25 and 60 postpartum. Subsequently, the
brain and liver were quickly removed and immediately rinsed in ice-cold saline and the
hypothalamus and cerebral cortex were separated. The liver was perfuse with 10 mM
phosphate-buffered saline pH 7.4 and removed. The tissues were weighed and
homogenized in 10mM, Tris HCI pH 7.4 containing 1 mM EGTA. The homogenates
were strained through a nylon mesh and centrifuged at 4°C and 2,500 x g for 5 min
(Gillett & Lima, 1984). The cortex, hypothalamus and liver membranes in the
supernatant were isolated by centrifugation at 12,000 x g for 30 min. All tissue samples
were stored under argon at -20°C until lipid analysis

Fatty acids analysis



Lipids were extracted from membrane fractions according to the method of Folch et al.
(1957). Liver, hypothalamus and cerebral cortex membrane phospholipids were
separated by using silic cartridges (Sep-Pack, Waters S/A 51900) as described by
Juaneda & Rocquelin (1985), and the transmethylation was carried out (Berry, 1965) in
order to obtain fatty acid methyl esters (FAME) for capillary — column gas
chromatography analysis in a Shimadzu apparatus (model GC14B, Japan) equipped
with a Supelcowax (Supelco, USA) column (60m x 0.25mm, with 0.25um film
thickness of bonded phase). Injector and detector temperatures were at 250°C. The
starting temperature of the column was 130°C. The temperature then increased to 245°C
at a rate of 2.5°C/min and remained at this value for 10 min. The flow rate of the carrier
gas (Hy) was 2 ml/min.

A standard fatty acid methyl esters mixture was used to identify the FAME by means of

the retention times and comparing them to authentified FAME.

Statistical analysis

The results were expressed as mean = SEM, in weight percent of total fatty

acids, and the significance of difference between the groups was determined by

ANOVA.



Results

The results showed absence of significant differences in total saturated,
monounsaturated and polyunsaturated fatty acids from cerebral cortex and
hypothalamus phospholipids between control and RDB groups, with exception for
reduced levels of total PUFA at 2 days in hypothalamus phospholipids (Table 2) and
elevated n-9+n-7/n-6+n-3 ratio, indicating EFA reduction. Desaturase activity index
(18:1n-9/18:0) was elevated in both cerebral areas in 60-day-old RBD rats, only.
However, when liver phospholipids were analysed a significant reduction in PUFA was
demonstrated in all studied RBD group; at 12, 25 and 60 days, significant elevation in
n-9+n-7/n-6+n-3 ratio indicates a tendency for EFA deficiency in liver membranes.
Similar increase was observed for 18:1n-9/18:0 ratio, with consequent elevation in
monounsaturated fatty acid level. In spite of this, n-3 fatty acids were significantly
elevated at 25 and 60 days. Also in RBD group, an age-dependent decrease in the
18:2n-6 level was observed in all tissue analysed. In liver, LA was significantly reduced
after 12 days, but in cerebral cortex and hypothalamus it was significantly reduced only
after 25 days (Table 3). The proportion of control liver LA was 4-fold greater in 60
days old rats than in age matched RBD liver, whilst the proportion of control cortex and
hypothalamus LA were 2-fold greater in 25 and 60 days old rats than those from RBD.

The levels of long-chain PUFA, DHA and AA, in cerebral cortex are maintained in
malnourished groups independent of the age. However, DHA expressed a significant
increase after 25-day-old in RBD hypothalamus and liver. Significant reduction was
observed in liver AA level when compared to their control counterpart, after 25 days.

A comparative study of cortex and liver membranes within both control and
RBD groups of the all ages reflects the maintenance of AA levels until 12 days old.
However in liver, this fatty acid from RBD group was marked reduced by
approximately 30% at weaning, and 60% at 60 days. Furthermore, considering the 60
days old rats from both groups the levels of AA in the cerebral cortex was equivalent to
liver (Figure 1).

On the other hand, between 2 and 25 days there was an increase in DHA from
cerebral cortex, it ranged from 9.17 +£1.49% to 13.26 +0.84% and from 11.06 +0.61% to
14.13 £1.40% for control and RBD groups, respectively; the values were maintained
until 60 days. Contrariwise, in liver it was observed a marked reduction in DHA level at
60 days old (Figure 2); this long-chain PUFA dropped by 60% in the control group, and
only about half of this percentage in the RBD group.



Discussion

The find of the present study suggest that long chain PUFA levels are
maintained in central nervous system, unlike in the liver, and the cortex seems to be the
main brain area protected against damage to the cell membrane lipid composition
caused by using the multi-deficient diet-RBD. The experimental diet-RBD used in this
work is not only deficient in protein, but also in lipids, vitamins, sodium and other
minerals, and it induces a lower birth weight and considerable reduction in rat body
weight, as compared to the age-matched control groups (Teodosio et al. 1990; Monteiro
et al. 2001; Paixao et al. 2001). Nevertheless, the RBD is considered to be an isocaloric
diet since its caloric adequacy was found to be comparable to that of the commercial
control diet (Monteiro et al. 2001). Early malnutrition, such as inadequate intake of
protein (Idohou-Dossoul et al. 2003), vitamins and minerals (Osorio et al. 2004), in
childhood leads to growth retardation, a state that is associated with increased morbidity
and mortality, abnormal motor performance and coordination, as well as a reduced
cognitive function and physical work capacity in adulthood. Studies over the past five
decades have evaluated the effects of nutrition on central nervous system development
in experimental animals and humans. There are strong evidences that reduction in
energy supply and/or in several essential nutrients during the first stages of life has
profound effects on the structural and functional development of the nervous system
(Morgane et al. 1993; Uauy et al. 2001; Almeida et al. 2001).

In the present study, the age-matched offspring of mothers fed RBD diets
during mating and pregnancy showed lower 18:2n-6 levels in all studied tissues (Table
3). The reduction of 18:2n-6 on rat liver was significant in the early stage of
development when the animal was 12 days old, but in cerebral cortex and hypothalamus
the decrease in 18:2n-6 appeared later, and it was significant after 25 days old. On the
other hand, the long chain PUFA, AA and DHA, were maintained in cortex and
hypothalamus during all stages of the rat development (up to 60 days), except DHA in
hypothalamus which was significantly increased after 25 days. Soares et al. (1995)
demonstrated a paradoxical increase in 20:4n-6 levels in newborns rats of malnourished
mothers submitted to EFA dietary restriction and they explained by AA
biomagnification which takes place in placenta (Pascaud et al. 1979). High DHA
concentration has been found in plasma of pregnant rats (Burdge et al. 2002), despite a
protein restriction situation. This change also can be observed when it is compared term
or pre-term children (Crawford et al. 1997), probably by an increase of the A°-

desaturase activity in the maternal liver. There is evidence for regulation by the liver of



extra hepatic lipid composition in EFA-deprived animals; stimulation of hepatic A®- and
A’-desaturase has been observed in EFA-deficient pregnant rats. Alternatively, hepatic-
PLA-generated 2-acyl-lysophosphatidylcholine could supply EFA to extra hepatic
tissues. Taken altogether, those arguments suggest that increased mobilization of
arachidonic acid from the mother is able to compensate for consequences of EFA-
deprivation in the foetus.

The synthesis of 20:4n-6 from 18:2n-6 is believed to involve the same A’ and
A’-desaturase involved in the metabolism of the 22:6n-3 (Sprecher et al. 1995; Innis &
Dyer, 2002). Through of the absence of the inhibitory competition in the n-6 long chain
PUFA synthesis, the low index of the 18:2n-6 can be responsible for the increase of the
n-3 way demonstrated in this work, confirming the increase of the levels of 22:6n-3
showed in others publications (Arbunckle & Innis, 1992; Al et al. 1996). This
maintenance occurs probably due to discharge of the desaturation pathways in
consequence of significant reduction of the FA n-6, mainly 18:2n-6 and AA. The
maintenance in cerebral cortex and hypothalamus PUFA levels, in special AA and
DHA, observed in this work seems to have been at expense of the liver reserves
mobilization.

In the present study intra group analysis of the levels of AA and DHA in the
cortex and hypothalamus shows maintenance of these PUFA during all stages of brain
development in both control and RBD-malnourished animals. Considering the
hypothalamus, the increase of DHA is significant with 25 days old. In addition, the
present results reinforce the importance of the maternal nutrition during the suckling,
taken for the maintenance of the levels of DHA in the liver from animal of both groups
until 25-day-old followed by significant reduction at 60-day-old. However, in RBD
group, liver DHA levels remains higher than control ones. Contrarily, AA content in
liver has 32 and 61% of reduction in 25 and 60 days respectively.

The importance of n-6 and n-3 long-chain PUFA in human milk for normal brain
development, especially during early life has been emphasized (Carlson et al. 1996;
Agostoni et al. 2001). Cerebral cortex DHA level has been reported to be higher in
breast-fed infants, and it has been related to high level of this long chain PUFA in
human milk (Makrides et al. 1994; Saste et al. 1998). Recently, study from our
laboratory indicate that that up to 12 days lactation the milk of the RBD-malnourished
animals during gestation and suckling until 12 days old, maintain the levels of long-
chain PUFA, AA and DHA, in spite of significant reduction of the precursors, 18:2n-6

and 18:3n-3, respectively, when compared with the control group (unpublished data).



Changes in dietary fat consumed during lactation have been shown to affect the rate of
phospholipid synthesis de novo, the redistribution of fatty acyl chains and the activity of
desaturases and elongases (Loor et al. 2003).

DHA is important for neuronal function because its deficiency leads to many
behavioural and functional deficits. In previous studies, Salem et al. (2002) reported
that loss of brain DHA leads to a reduction in neuronal size in regions of the
hippocampus. In addition, other researchers used more extreme conditions of n-3 FA
deficiency, in which both DHA and its precursor linolenic acid were eliminated or
severely limited for three generations. Under these conditions, Ahmad (2002) showed
that other areas of the brain also revealed a similar decrease in the neuron size
accompanied by brain DHA deficiency. Recent evidence in RBD-malnourished rats
during gestation and lactation indicates that somatic size of NPY-immunoreactive cells
did not differ significantly among control and malnourished animals and distribution of
NPY-containing fibres in the central nervous system was not modified by the RBD-
induced malnutrition during brain development (Vilela et al. 2004), probably by DHA
conservation demonstrated in this results.

Even, considering the RBD low protein contents that was associated with a
lower hepatic A’-desaturase, responsible for AA and EPA (20:5n-3) formation (Marin &
Alaniz, 1998) we can suppose that RBD have sufficient n-3 precursors to guarantee the
adequate levels of n-3 long chain PUFA, since the DHA in RBD liver remains higher
than that in control groups at the same age. Moreover, 22:5n-6 was elevated in RBD
liver at 12, 25 and 60 days, probably due to DHA mobilization for brain. In view of the
high demand of PUFA n-3 and n-6 during the brain developing, we can not discard the
importance of their synthesis in foetal tissues (Yago et al. 2004), such as liver and brain
(Al et al. 1996; Salem et al. 1996; Green & Yavin, 1998). Many studies relate the
limited capacity of the foetal liver to the elongation and desaturation of the fatty acids
18:2n-6 and 18:3n-3 (Poisson et al. 1993; Rodriguez et al. 1998).

The results shown in Table 2 indicate that RBD-malnutrition did not affect
all regions in a similar manner. Hypothalamus of 2 days pups from RBD dams, presents
significant lower levels of both AA and DHA, differently from cortex at same age. This
differential changes suggest an specific modification, probably by functional activities
of membrane proteins related to age. It is important to consider that membranes display
a reasonable degree of homeostasis and changes in the proportion of several major fatty
acids are associated to some metabolic compensation in order to maintain plasma

membrane fluidity within a certain range of values (Scislowski et al. 2004).



Marteinsdottir et al. (1998), demonstrated specific changes with different oil enriched
diets, and hypothalamus was the region least susceptible. Nevertheless, they worked
with adults rats, receiving standard diet with different fatty acid composition.

In conclusion, maintenance of PUFA levels exists in central nervous system, in spite of
using the multideficient diet RBD, and the neural membranes composition under these
dietary conditions point to specific characteristics of the attained structures. Besides, the
maintenance of PUFA in the nervous system can be, probably, by compensatory
mechanisms, as already observed in others tissues (Aléssio et al. 1994). On the other
hand, preliminary studies in our laboratory point to relative elevated concentrations of
the n-3 series, in RBD itself, indicate the existence of sufficient levels of n-3, but not n-
3 FA, in RBD. Finally, by these observations we suggest that it is highly important a
government policy action given high priority to national nutrition programmes including
strategy related to PUFA supply intakes for infant normal growth and brain
development, particularly because of concern regarding the adverse functional effects of

RBD on neuro-cognitive development in northeast Brazil.
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Table 1. Composition of diets (g/g % diet)

Standard diet’ Multideficient diet

Protein 23.00 8.87
Carbohydrates 41.00 77.70
Ether extract 2.50 1.12
Fibers 9.00 7.00
Minerals 8.00 3.96
Vitamin supplement Yes No
Sodium 0.37 0.17
Calcium 1.80 0.25
Phosphorus 0.80 0.08
Kcal / 100g 278 356

! As indicated by the manufacturer (Ralston-Purina)
?According to the Laboratory of Experimentation and Analysis of Food (LEAAL),
Nutrition Department/UFPE, Recife, Brazil.



Table 2- Fatty acid composition of cerebral cortex, hypothalamus and liver membrane

phospholipids from rats fed multi-deficient diet-RBD.

Fatty acid CORTEX

2 days 12 days 25 days 60 days

Control RDB control RDB Control RDB Control RDB
Saturated 48.13+1.8 | 47.47+1.5 | 44.57£2.6 | 44.85+2.3 | 47.54+5.1 | 43.13£0.7 | 46.39+£7.3 | 39.61+2.5
Monousaturated 18.98+1.5 18.16+1.5 14.14+1.0 14.50+0.4 15.84+1.6 16.05+0.2 17.74+1.2 19.45+0.7
Polyunsaturated 28.79+3.9 | 29.424+2.0 | 33.92+2.5 | 33.29+2.2 | 31.60+2.2 | 31.78+0.9 | 29.16+1.2 | 29.89+2.4
Total n-6 19.05+2.1 17.40£1.0 | 20.52+£1.6 | 20.45+1.5 18.07+1.7 | 17.13£0.5 | 15.84+1.4 | 14.85+1.2
Total n-3 9.62+1.9 11.79+£1.0 | 13.22+41.5 | 12.54+0.8 | 13.45+0.9 | 14.58+0.5 | 13.21+1.2 | 14.61<£1.1
n-9+n-7/n-6+n-32 0.68+0.14 | 0.63+0.09 | 0.43+0.06 | 0.45+0.03 | 0.51+0.08 | 0.51+£0.02 | 0.61+£0.04 | 0.68+0.08
18:1n-9/18:0" 0.59+£0.07 | 0.58+0.06 | 0.50+0.06 | 0.51+0.03 | 0.53£0.06 | 0.57+0.01 | 0.59+0.09 | 0.70+0.04*

HYPOTHALAMUS

2 days 12 days 25 days 60 days

Control RDB control RDB Control RDB Control RDB
Saturated 49.224+2.5 57.11£7.9 46.71+2.1 45.09+4.2 46.49+8.7 42.42+1.5 47.34+9.2 38.95+0.3
Monousaturated 18.18+0.3 19.024£2.4 | 15.70£0.5 | 17.03£1.9 | 19.18+2.4 | 18.30+0.6 | 23.36x£1.2 | 22.58+0.1
Polyunsaturated 30.65+4.5 | 20.52+4.7% | 30.64+2.6 | 30.65+3.6 | 26.34+3.6 | 29.76+0.8 | 25.35+3.9 | 27.36+1.4
Total n-6 20.11+2.4 | 13.80+3.2*% | 18.81£2.0 | 18.15+2.9 | 15.85+1.5 | 16.39+0.5 | 13.60+1.3 13.43+0.1
Total n-3 10.33£2.2 | 6.72+1.5% | 11.68+0.8 | 12.10+£0.9 | 10.26+2.0 | 13.29+0.2* | 11.70£2.6 | 13.61x1.0
n-9+n-7/n-6+n-3 0.61£0.10 | 0.95+0.19* | 0.52+0.06 | 0.58+0.12 | 0.76+0.15 | 0.62+0.02 | 0.95+£0.20 | 0.85+0.03
18:1n-9/18:0 0.48+0.08 | 0.45+0.10 | 0.55+0.01 | 0.56+0.06 | 0.57+0.14 | 0.59+0.05 | 0.62+0.16 | 0.86+0.01%*

LIVER

2 days 12 days 25 days 60 days

Control RDB control RDB Control RDB Control RDB
Saturated 43.97+1.6 44.85+1.2 43.80+1.3 43.89+0.9 45.14+3.4 45.07+1.2 40.38+3.8 46.08+3.4*
Monousaturated 9.40+1.5 10.93+£1.0 | 5.21+0.16 | 9.68+2.10* | 7.55+0.4 13.99+1.5% | 7.52+1.2 17.51+£0.5*
Polyunsaturated 46.1242.8 | 42.7042.1% | 49.89+1.7 | 45.64+2.5% | 46.9743.3 | 40.11+1.9% | 51.66+£3.9 | 35.70+2.9%*
Total n-6 30.58+1.0 | 26.70+£1.4 | 35.34+0.9 | 29.47+1.1* | 33.34£2.1 | 21.02+1.4% | 44.61£2.4 | 17.06+0.9*
Total n-3 15.42+£2.0 | 15.83£1.2 | 14.55+0.8 | 15.92+1.8 | 13.62£1.4 | 18.06+0.9%* | 7.00+2.0 15.75+1.6*
n-9+n-7/n-6+n-3 0.21+0.05 0.26+0.04 0.10+0.01 0.22+0.06* | 0.16:0.02 0.39+0.06* | 0.15+0.03 0.62+0.03*
18:1n-9/18:0 0.27+0.05 0.32+0.06 0.14+0.01 0.34+0.1%* 0.18+0.02 0.42+0.07* | 0.17+0.04 0.55+0.05*

*EFA deficiency index . ° A’ desaturase activity

* Mean values significantly different from those provided by standard diet (P<0.05).




Table 3. Phospholipid fatty acid composition in cerebral cortex, hypothalamus and liver from
rats of deficient (control) or on multi deficient group. Values are % of total fatty acids, mean +

SEM of 4 -6 rats per group.

18:2n-6 20:4n-6 22:6n-3
Group Control RBD Control RBD Control RBD
2 days |1.15+0.33 0.85+0.10 [11.37+1.48 [11.65+1.08 9.17+1.49 [ 11.06 +0.61
Cortex 12 days |0.97+0.23 0.70+0.14 [14.18+1.00 [14.58+1.16 12.94 +1.55 12.28 +0.75
25 days |0.85=0.10 0.42+0.05% [12.25+ 1.58 [11.82+0.23 13.26+0.84 | 14.46+0.54
60 days |0.71+0.13 0.24+0.01* [ 10.64+0.99 [10.28 + 1.04 1272+ 1.29 | 14.13+1.40
2 days |1.02+£0.17 [0.7140.05% |11.83+1.72 777+1.82% | 9.61+1.68 | 6.42+1.21*
Hypothalamus 12 days [0.73+0.22  |0.65+0.31 |11.90+1.01 | 11.94+1.98 11.46+0.86 | 11.31+1.81
25 days [0.68=0.11 [0.31+0.02% | 9.42+1.24 10.21 + 0.44 10.13+1.99 | 13.15+0.28*
60 days |0.54+0.08 | 0.28+0.01* | 7.92+1.14 | 7.64+0.05 10.84 +1.91 |12.68+0.28*
2days | 7.25+0.38 [6.24+038 [20.60=1.13 |18.04=1.49 13.56+1.75 | 13.71+1.14
Liver 12 days [11.99+0.12 | 6.65+0.51% [20.44+0.63 |19.75+ 1.04 12.08+0.56 | 13.65+1.70
25 days | 11.53+0.97(4.40+0.76* [20.06+1.57 | 13.63+0.86* |11.66+1.32 | 15.46+0.67*
60 days |16.46=1.61 [4.59+0.47* [25.66+3.39 [9.93+1.36* 520+ 1.88 9.96 + 1.03*

* Values significantly different from those provided by standard diet (P<0.05).
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Figure 1. Effect of multi-deficient diet-RBD on phospholipid’s long-chain fatty acid

composition from cortex and liver membranes in relation to rat age. Percentage of

arachidonic acid (20:4n-6).
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Figure 2. Effect of multi-deficient diet-RBD on phospholipid’s long-chain fatty acid

composition from cortex and liver membranes in relation to rat age. Percentage of

docosahexaenoic acid (22:6n-3).



CONCLUSOES
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Ocorre uma manuteng¢ao nos niveis de AGPI n-6 e n-3 no cortex e hipotdlamo de

ratos desnutridos com uma tendéncia a niveis mais elevados de n-3;

Os AG n-6 no figado de ratos desnutridos apresentam uma drastica reducao

entre 12 e 60 dias de vida;

Apds o desmame ocorre uma redugdo significativa nos niveis de DHA do figado
nos grupos controle e desnutrido e, a partir de 25 dias de idade esse 4acido graxo

apresenta valores significativamente mais elevados no grupo DBR;

A DBR apresenta niveis suficientes de AGPI n-3 para manuten¢do do

metabolismo no sistema nervoso central até a idade adulta;

Existe uma mobilizacdo das reservas hepdticas, as quais podem ser fonte de
AGE para manutengdo dos niveis de DHA e AA no sistema nervoso central dos

animais desnutridos.



