A ingestão parenteral precoce de lipídios auxilia no neurometabolismo cerebelar em bebês prematuros na idade de termo
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INTRODUÇÃO

Bebês muito prematuros [VPT; nascidos ≤32 semanas de idade gestacional (IG)] sofrem de uma alta incidência de falha de crescimento pós-natal, e quase um terço desses bebês desenvolve déficits de neurodesenvolvimento de longo prazo. Após o nascimento prematuro, os bebês VPT dependem da nutrição parenteral para atender às suas necessidades nutricionais no período pós-natal inicial até que a alimentação enteral adequada seja estabelecida [ 1 ]. O início precoce da nutrição parenteral é crucial para compensar a cessação prematura da transferência transplacentária de nutrientes essenciais para o rápido crescimento somático e cerebral gestacional tardio em bebês prematuros [ 1 ]. Uma infusão parenteral de dextrose e aminoácidos fornece os carboidratos, proteínas e micronutrientes necessários, enquanto as emulsões lipídicas parenterais fornecem lipídios de alta energia e ácidos graxos essenciais, que são críticos para o desenvolvimento precoce da retina e do cérebro [ 2 , 3 ]. 
A ingestão total (enteral e parenteral) de lipídios e calorias nas primeiras 2–4 semanas de vida está associada à melhora da circunferência da cabeça [ 4 , 5 ] e do crescimento volumétrico [ 6 , 7 ] do cérebro durante o terceiro trimestre extrauterino de bebês prematuros. 
Nosso grupo demonstrou recentemente que a ingestão cumulativa de lipídios nas primeiras 2–4 semanas de vida foi associada a maiores volumes cerebelares na idade equivalente ao termo (TEA) em bebês prematuros [ 6 ]. No entanto, o impacto da ingestão parenteral precoce de macronutrientes (carboidratos, proteínas, lipídios e calorias totais) na maturação metabólica do cérebro prematuro permanece obscuro [ 8 , 9 , 10 , 11 ].
A ressonância magnética (RM) permite medições não invasivas de volumes cerebrais tridimensionais e neurometabólitos [usando espectroscopia de ressonância de prótons ( 1 H-RM)] N-acetil aspartato (NAA), creatina (Cr), colina (Cho) e glutamato (+glutamina, Glx). Esses metabólitos são componentes integrais dos ciclos de energia neuronal, e concentrações mais altas (medidas por 1 H-RM) são consideradas como representando um ambiente metabólico neuronal robusto, uma vez que estão associadas a melhores resultados de neurodesenvolvimento em bebês prematuros e a termo [ 12 , 13 , 14 ]. 
O cerebelo é um centro neurorregulador crucial que demonstra crescimento exponencial durante o terceiro trimestre, e seu crescimento impedido ou lesão está independentemente associado a déficits cognitivos em bebês prematuros [ 15 , 16 , 17 , 18 ]. 
HIPÓTESE DESSE ESTUDO

Realizamos uma análise secundária de dados de um estudo de coorte prospectivo para investigar a relação entre a ingestão parenteral de macronutrientes pós-natal precoce e as concentrações de neurometabólitos cerebelares (NAA e Glx) na TEA (idade equivalente a termo) em recém-nascidos prematuros sem lesão cerebral parenquimatosa estrutural. Com base na associação com maiores volumes cerebelares, levantamos a hipótese de que a ingestão parenteral de lipídios se correlacionaria positivamente com maiores concentrações de neurometabólitos cerebelares em recém-nascidos muito prematuros.
MÉTODOS

Participantes
Bebês muito prematuros (nascidos ≤ 32 semanas de IG) admitidos em nossa Unidade de Terapia Intensiva Neonatal (UTIN) de cuidados terciários no Children's National Hospital dentro de 7 dias de vida entre 2016 e 2020 foram prospectivamente inscritos em um estudo prospectivo de coorte observacional e foram submetidos a 1 H-RM na idade gestacional equivalente a termo.
 Bebês com síndromes genéticas conhecidas e anomalias do sistema nervoso central foram excluídos. Bebês com hemorragia intraventricular (IVH) de grau 3 ou superior no ultrassom da cabeça, ou lesão cerebral estrutural moderada a grave na TEA-RM (pontuação > 7 usando o sistema de pontuação Kidokoro) [ 19 ] também foram excluídos desta análise para limitar potenciais efeitos de confusão no neurometabolismo. 
Da mesma forma, para reduzir potenciais efeitos de confusão de complicações gastrointestinais precoces que levam a interrupções na nutrição enteral, bebês que desenvolveram perfurações intestinais espontâneas ou enterocolite necrosante cirúrgica (estágio IIIb de Bell) [ 20 ] nas primeiras 2 semanas de vida também foram excluídos desta análise. Dados clínicos, incluindo ingestão precoce de nutrição enteral e parenteral, foram coletados por meio de revisões de prontuários médicos e questionários aos pais.

Protocolo de Nutrição
Todos os recém-nascidos prematuros incluídos nesta análise foram transferidos para nossa UTIN de referência nível IV dentro de 7 dias de vida para um nível mais alto de cuidado. A nutrição parenteral é iniciada na admissão com 3 g/kg/d de proteína (aminoácidos) e dextrose a uma taxa de infusão de 4–8 mg/kg/min. Uma emulsão lipídica de óleo de soja a 20% (Intralipid®) foi iniciada a 1 g/kg/d dentro de 24 horas da admissão. Em 2019, a emulsão lipídica foi alterada para uma multicomponente (soja, triglicerídeos de cadeia média, oliva e óleo de peixe, SMOFlipid®). A administração parenteral de proteína e lipídios foi aumentada em 1 g/kg/d, conforme tolerado, para uma meta de 3,5–4 g/kg/d de proteína e 3 g/kg/d de lipídios.

Foi utilizado um protocolo de alimentação padronizado para recém-nascidos muito prematuros, com parâmetros específicos baseados no peso ao nascer e na tolerância alimentar. O leite materno ou leite humano doado (se os pais consentissem) ou uma fórmula pré-termo de 24 kcal/oz (se o leite humano não estiver disponível) foi usado para iniciar a alimentação enteral. A alimentação enteral trófica foi iniciada em 10–20 mL/kg/d dentro de 24 h de vida ou uma vez que a equipe médica considerou o recém-nascido clinicamente estável e continuou por 3–5 dias. Uma vez tolerada a alimentação trófica, o volume de alimentação enteral foi aumentado diariamente em 20–30 mL/kg/d, conforme tolerado. Uma vez com 80–100 ml/kg/d de alimentação enteral, um fortificante à base de leite de vaca foi adicionado para fortificar o leite humano para 24 kcal/oz. O volume de alimentação enteral foi então aumentado para um volume de alimentação alvo de 160 mL/kg/d. A ingestão nutricional diária (parenteral e enteral) foi extraída retrospectivamente do prontuário eletrônico desde a admissão até as primeiras 4 semanas de vida. Escolhemos essa janela de tempo para representar o período neonatal precoce com base em associações previamente relatadas entre a ingestão de lipídios prematuros nas primeiras 4 semanas de vida e os volumes cerebelares equivalentes a termo [ 6 , 21 ].
Classificação das comorbidades relacionadas à prematuridade

Comorbidades relacionadas à prematuridade que influenciam o início e o avanço da nutrição enteral ou parenteral foram incluídas como covariáveis ​​em modelos de regressão usando definições de classificação binária:

-A persistência do canal arterial (PCA) foi classificada se o PCA de tamanho moderado a grande estivesse presente nos achados do ecocardiograma.

- Enterocolite necrosante (NEC) foi classificada como estágio Bell II ou superior [ 20 ].

-A displasia broncopulmonar (DBP) foi classificada como moderada a grave com base na definição da Rede de Pesquisa Neonatal [ 22 ].

-Pequeno para a idade gestacional foi definido como escore z do peso ao nascer menor que -1.

-A falha de crescimento extrauterino foi definida como uma diminuição no escore z do peso em mais de 1 desde o nascimento até a idade equivalente ao termo.

-A infecção foi definida como uma cultura bacteriana ou fúngica positiva de uma amostra de sangue, líquido cefalorraquidiano ou urina, ou a necessidade de mais de 7 dias consecutivos de tratamento com antibióticos para uma infecção clinicamente determinada.
Aquisição de ressonância magnética e 1 H-RM
Os bebês inscritos foram submetidos a uma ressonância magnética após atingirem TEA [idade pós-menstrual corrigida (PMA) acima de 37 semanas] durante sua estadia na UTIN ou em consultas ambulatoriais. 
As ressonâncias magnéticas sem sedação foram adquiridas durante o sono natural usando uma técnica de alimentação e enfaixamento. 
Análise estatística

As características clínicas basais e as concentrações e proporções dos metabólitos de 1 H-RM foram resumidas usando médias e desvios-padrão (DP) para variáveis ​​numéricas e usando frequência e proporções para variáveis ​​categóricas. Os bebês foram estratificados com base no tipo de formulação lipídica parenteral (IntraLipid® à base de soja vs. SMOFlipid® multicomponente), e as diferenças estatísticas nas medições clínicas e de metabólitos foram investigadas usando os testes de soma de postos de Mann-Whitney e qui-quadrado. 
Testes de correlação de Spearman foram realizados para identificar correlações significativas não ajustadas entre a ingestão nutricional e os metabólitos cerebelares. Realizamos o ajuste de regressão linear multivariada por etapas para covariáveis ​​clínicas conhecidas por influenciar a maturação cerebral e o suporte nutricional pós-natal em bebês prematuros. Embora esta seja uma análise exploratória, ajustamos o limiar de significância para valores de p em 0,0125 para levar em conta múltiplos testes de hipóteses para associações bivariadas (e o convencional 0,05 para os modelos de regressão multivariada). As análises estatísticas foram realizadas usando o SPSS.
RESULTADOS

Características descritivas da coorte
Os bebês nasceram com uma IG média ao nascer de 28,3 ± 2,4 semanas (intervalo de 23 a 32 semanas) e foram admitidos em nossa UTIN na mediana de dia de vida 0 (IQR 0–1). 
A ressonância magnética TEA (com 1 H-RM) foi adquirida em uma Idade gestacional pós-menstrual média de 38,9 ± 1,9 semanas . 
Vinte e nove (60%) bebês tinham DBP moderada a grave, 19 (40%) bebês tinham PCA moderada a grande e 6 (13%) bebês foram diagnosticados com enterocolite necrosante (NEC) (estágio II ou superior). Seis (13%) bebês tiveram hemorragia intraventricular de grau 1–2 na ultrassonografia craniana. Oito (17%) bebês nasceram pequenos para a idade gestacional e 32 (67%) bebês apresentaram falha de crescimento extrauterino.
Características nutricionais da coorte

Nas primeiras 4 semanas de vida pós-natal após a admissão em nossa UTIN, os bebês receberam uma mediana de 17 (IQR 10-23) dias de nutrição parenteral e 24 (IQR 16-27) dias de nutrição enteral. Os bebês receberam uma média de 2,1 ± 0,5 g/kg/dia de lipídios, 3,4 ± 0,4 g/kg/dia de proteínas e 72,3 ± 11,8 kcal/kg/dia de calorias totais por via parenteral (média dos dias de nutrição parenteral). 

Dez (21%) bebês receberam formulação lipídica multicomponente durante a última parte do estudo devido a uma mudança na política da Unidade. Os bebês que receberam a formulação lipídica multicomponente nasceram mais maduros, mas não houve outras diferenças estatisticamente significativas nas características clínicas.
Medidas de ressonância magnética no TEA
A idade gestacional pós-menstrual  na RM correlacionou-se positivamente com as medições de NAA, Cr e NAA/Cho cerebelares (Rho 0,35–0,5, p  < 0,01). 
A idade gestacional ao nascer não se correlacionou com as medições de metabólitos. Os bebês que receberam a formulação lipídica multicomponente apresentaram concentrações de NAA cerebelares limítrofes ( p  = 0,049) menores do que aqueles que receberam lipídios de soja, mas não atingiram nosso limite de valor de p < 0,0125 para significância estatística, que foi ajustado para testes de hipóteses múltiplas. 
Relação bivariada entre nutrição parenteral de 4 semanas e medidas cerebelares

 
A ingestão média de lipídios parenterais correlacionou-se positivamente com NAA cerebelar, Glx , e razão NAA/Colina. 
A associação entre a ingestão de lipídios parenterais e NAA cerebelar permaneceu significativa após o ajuste para múltiplos testes de hipóteses. A ingestão calórica parenteral apresentou tendência positiva com maior NAA, Glx e colina. 
O volume cerebelar não apresentou correlações significativas com os parâmetros de nutrição parenteral 
A ingestão enteral de macronutrientes não apresentou associações significativas com o volume cerebelar ou seus metabólitos.

Relação entre a ingestão parenteral de lipídios e calorias com as concentrações de metabólitos cerebelares, ajustada para fatores clínicos

Realizamos regressão linear multivariada passo a passo para ajustar as covariáveis ​​clínicas, incluindo IG ao nascer, estado pequeno para a idade gestacional ao nascer, PMA na RNM, falha de crescimento extrauterino, sexo, fonte primária de nutrição enteral (leite humano materno/doador ou fórmula), DBP moderada a grave, PCA moderada a grande, infecção e NEC. Os resultados resumidos com covariáveis ​​significativas no modelo de regressão final são relatados na Tabela  4 (detalhada no Suplemento). A ingestão parenteral de lipídios por 4 semanas permaneceu significativamente associada à variável dependente de NAA cerebelar (modelo de regressão R 0,57, p < 0,001, e coeficiente B de ingestão parenteral de lipídios por 4 semanas 0,89, p  = 0,003). Ajustado para covariáveis, a ingestão calórica parenteral de 4 semanas associou-se positivamente com NAA (B 0,03, p  = 0,042). Para a variável dependente concentração cerebelar de Glx, a ingestão parenteral de lipídios (B 1,72, p  = 0,045) e calórica (B 0,09, p  = 0,007) durante 4 semanas manteve relações positivas.

Tabela 4 Regressão multivariada passo a passo demonstrando relações independentes da ingestão parenteral de lipídios e calorias durante 4 semanas com concentrações cerebelares de NAA e Glx.
DISCUSSÃO

Os novos achados de associações positivas entre a ingestão parenteral precoce de lipídios e as concentrações de NAA e Glx no cerebelo de recém-nascidos prematuros submetidos à TEA sugerem um papel da suplementação lipídica pós-natal precoce na promoção da maturação metabólica do cérebro em desenvolvimento.
 Essas associações são independentes de lesão cerebral estrutural na RM na TEA e estatisticamente ajustadas para o efeito de confusão de complicações comuns (PCA, DBP, ECN, infecção) da prematuridade, corroborando a hipótese de um papel neuroprotetor independente da suplementação lipídica precoce.

Optamos por focar no cerebelo como nossa principal região de interesse, dado seu papel importante e cada vez mais reconhecido no desenvolvimento sensório-motor, cognitivo, da linguagem e socioafetivo em bebês prematuros [ 15 , 16 , 18 ]. 
Estudos avançados de ressonância magnética destacam as rápidas trajetórias de maturação estrutural e organizacional do cérebro de bebês fetais e prematuros e, em particular, do cerebelo durante o final da gestação e a vida pós-natal extrauterina [ 32 , 33 , 34 , 35 ]. A 1 H-RM permite a quantificação não invasiva de neurometabólitos como NAA e glutamato (+glutamina; Glx), que são substratos metabólicos dos ciclos de energia neuronal, e suas concentrações mais altas representam integridade neuronal e metabolismo energético ideais. Concentrações mais altas de NAA e Glx foram relatadas em regiões cerebrais de bebês saudáveis ​​nascidos a termo, incluindo o cerebelo, quando comparados a bebês prematuros [ 25 , 36 , 37 ]. Maiores concentrações de NAA e NAA/colina no cerebelo e nos gânglios da base estão associadas a resultados favoráveis ​​no neurodesenvolvimento em bebês prematuros [ 13 , 14 , 37 ]. Nossa descoberta de uma associação positiva de maior NAA, NAA/colina e Glx com a ingestão parenteral precoce de lipídios (e calorias) indica um papel de suporte na otimização do meio metabólico cerebelar e, potencialmente, em resultados futuros no neurodesenvolvimento. 
Nossas descobertas complementam relatos recentes que demonstram maiores volumes totais cerebrais e cerebelares na TEA em bebês com maior ingestão precoce de lipídios nas primeiras 2 a 4 semanas de vida [ 3 , 6 , 7 , 21 ].
O nascimento prematuro interrompe abruptamente a transferência transplacentária de macro e micronutrientes, tornando o suporte nutricional pós-natal imediato uma das intervenções críticas para promover o anabolismo em bebês prematuros.
A nutrição pós-natal precoce (parenteral e enteral) demonstrou apoiar o crescimento somático e o crescimento volumétrico do cérebro [ 5 , 7 , 38 , 39 , 40 , 41 ]. A ingestão lipídica pós-natal precoce (e níveis séricos de substratos lipídicos) em bebês foi associada a maiores volumes cerebrais e melhores resultados de neurodesenvolvimento [ 2 , 3 , 6 , 42 , 43 ]. O aumento da ingestão lipídica e calórica nas primeiras 2 semanas de vida foi associado a maiores volumes totais do cérebro e dos núcleos basais e anisotropia fracionada dos tratos da substância branca [ 7 ]. A ingestão lipídica total foi associada a maiores volumes cerebelares na TEA em bebês prematuros [ 6 , 21 ].

A ausência de associações significativas da ingestão nutricional enteral com metabólitos cerebelares nesta coorte justifica uma discussão mais aprofundada. A alta acuidade clínica da nossa coorte de UTIN do centro de referência pode desempenhar um papel de confusão, particularmente com taxas elevadas de NEC (13%) introduzindo atrasos e interrupções na alimentação enteral e possivelmente diminuição da absorção de macronutrientes (lipídios/calóricos) pela via enteral. Dois terços (67%) desta coorte apresentaram falha de crescimento extrauterino, que foi independentemente associada a resultados adversos no neurodesenvolvimento em bebês prematuros [ 44 , 45 , 46 ]. Além disso, calculamos o conteúdo de macronutrientes do leite usando estimativas estabelecidas que não levaram em conta a variabilidade conhecida no conteúdo de leite materno e de doadoras [ 47 , 48 , 49 ]. Mais de um terço (35%) dos bebês em nossa coorte receberam nutrição enteral principalmente de leite humano doado, que contém menos nutrientes e fatores bioativos em comparação ao leite materno e pode ter implicações no desenvolvimento cerebral prematuro [ 47 , 49 , 50 ]. Mais investigações são necessárias com avaliação específica da composição do leite (materno ou doado) e absorção enteral durante a vida pós-natal inicial de bebês prematuros.

Estudos recentes destacaram que o maior fornecimento de DHA-TEA em emulsões lipídicas multicomponentes está associado a um maior crescimento volumétrico cerebral, mas seu impacto nos resultados do neurodesenvolvimento permanece obscuro [ 4 , 51 , 52 , 53 , 54 ]. Em nossa coorte, um pequeno subconjunto de bebês recebeu a emulsão lipídica multicomponente após a mudança do protocolo da UTIN de lipídios à base de soja mais tarde no período do estudo e não demonstrou nenhuma influência significativa nos metabólitos ou volume cerebelares. Mais estudos prospectivos são necessários para investigar associações entre as diferentes emulsões lipídicas parenterais e o desenvolvimento cerebral. 
Estudos observacionais e randomizados recentes comparando regimes de suplementação precoce de proteína e energia altos e baixos indicam um impacto negativo da maior ingestão de proteína parenteral no volume cerebral na TEA e nos resultados do neurodesenvolvimento de 1–2 anos [ 8 , 9 , 10 , 55 , 56 , 57 ]. Em nossa coorte, a ingestão de proteínas nas primeiras 4 semanas de vida não foi associada às concentrações de metabólitos, mas, assim como com os lipídios, são necessárias proporções ideais de macro e micronutrientes nos metabólitos cerebrais.

Potenciais limitações inerentes a uma análise secundária de uma coorte de estudo observacional prospectivo devem ser consideradas. O efeito de confusão de fatores clínicos associados à prematuridade e aos cuidados na UTIN pode influenciar tanto a ingestão enteral quanto a parenteral e o crescimento cerebral. Embora tenhamos incorporado a análise de regressão ajustando estatisticamente para diversas covariáveis ​​clínicas, o efeito independente da ingestão precoce de lipídios no crescimento cerebral precisa ser investigado em ensaios clínicos randomizados prospectivos. A ingestão enteral de macronutrientes foi calculada usando estimativas padrão para leite humano e não leva em conta a variabilidade entre o leite materno e o leite humano doado. Além disso, limitamos a ingestão nutricional às primeiras 4 semanas de vida pós-natal para evitar dados ausentes para bebês mais velhos que podem receber alta mais cedo (> 30 semanas de IG ao nascer). No entanto, esse limite de tempo exclui a maior duração do suporte nutricional necessário na UTIN para bebês nascidos com IG mais precoce e pode não capturar seu impacto total no desenvolvimento cerebral. 
Apesar dessas limitações, nossas descobertas fornecem novos insights sobre a potencial influência benéfica da suplementação lipídica parenteral precoce no ambiente metabólico do cerebelo em desenvolvimento de bebês prematuros livres de lesões cerebrais estruturais
                  Conclusão
Relatamos uma associação positiva entre as concentrações cerebelares de NAA e Glx na idade equivalente a termo e a ingestão parenteral de lipídios nas primeiras 4 semanas de vida em recém-nascidos prematuros sem lesão cerebral estrutural.
Nossos novos achados indicam um potencial papel de suporte da ingestão precoce de lipídios na maturação metabólica do cérebro em desenvolvimento em recém-nascidos prematuros e justificam uma investigação mais aprofundada de seu impacto a longo prazo nos resultados cognitivos e sociocomportamentais.

ABSTRACT
Objectives

The impact of crucial early parenteral nutrition on neurometabolism of the preterm brain remains unclear. This study characterizes the relationship of parenteral lipid and caloric intake with cerebellar neurometabolites.

Methods

Very premature infants [born ≤32-week gestational age (GA)] in a prospective observational cohort study underwent a proton magnetic resonance spectroscopy (1H-MRS) acquisition from a cerebellar voxel at term-age. Parenteral lipid and caloric intake (g/kg/d or kcal/kg/d) in the first 4 weeks of life were calculated by chart review.

Results

48 preterm infants born at 28.3 ± 2.4 weeks GA underwent 1H-MRS at 38.9 ± 1.9 weeks postmenstrual age. Cerebellar N-acetylaspartate [NAA] positively correlated with 4-week parenteral lipid (Rho = 0.4, p = 0.005) and caloric (Rho = 0.3, p = 0.047) intake. Glutamate [Glx] demonstrated a positive trend. Adjusted for covariates, 4-week parenteral lipid intake was associated with higher NAA (B coefficient = 0.89, p = 0.003) and Glx (B = 1.72, p = 0.045).

Conclusions

Parenteral lipid intake is associated with higher cerebellar NAA and Glx concentrations, supporting brain development in preterm infants.

RESUMO

Objetivos

O impacto da nutrição parenteral precoce crucial no neurometabolismo do cérebro prematuro permanece incerto. Este estudo caracteriza a relação da ingestão lipídica e calórica parenteral com os neurometabólitos cerebelares.

Métodos

Bebês muito prematuros [nascidos com idade gestacional (IG) ≤ 32 semanas] em um estudo de coorte observacional prospectivo foram submetidos à aquisição de espectroscopia por ressonância magnética de prótons ( 1 H-MRS) a partir de um voxel cerebelar ao termo. A ingestão lipídica e calórica parenteral (g/kg/dia ou kcal/kg/dia) nas primeiras 4 semanas de vida foi calculada por meio de revisão de prontuários.

Resultados

Quarenta e oito recém-nascidos prematuros nascidos com 28,3 ± 2,4 semanas de idade gestacional (IG) foram submetidos a uma 1ª H-MRS com 38,9 ± 1,9 semanas de idade pós-menstrual. O N-acetilaspartato [ANA] cerebelar correlacionou-se positivamente com a ingestão parenteral de lipídios (Rho = 0,4, p  = 0,005) e calorias (Rho = 0,3, p  = 0,047) em 4 semanas. O glutamato [Glx] demonstrou uma tendência positiva. Ajustado para covariáveis, a ingestão parenteral de lipídios em 4 semanas foi associada a maiores ANA (coeficiente B = 0,89, p  = 0,003) e Glx ( B  = 1,72, p  = 0,045).

                                                     Conclusões

A ingestão parenteral de lipídios está associada a maiores concentrações cerebelares de NAA e Glx, auxiliando no desenvolvimento cerebral de bebês prematuros.
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