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Methods: Twenty-four very-low weight preterm newborns were distributed randomly in three
groups with different feeding types: Group I: banked human milk plus 5% commercial fortifier
with bovine protein, Group Il: banked human milk plus evaporated fortifier derived from modi-
fied human milk, Group Ill: banked human milk plus lyophilized fortifier derived from modified
human milk. The newborns received the group diet when full diet was attained at 15 + 2 days.
Plasma amino acid analysis was performed on the first and last day of feeding. Comparison
among groups was performed by statistical tests: one way ANOVA with Tukey’s post-test using
SPSS software, version 20.0 (IBM Corp, NY, USA), considering a significance level of 5%.
Results: Phenylalanine levels in the first and second analysis were, respectively, in Group I:
11.9 £ 1.22 and 29.72 £+ 0.73; in Group 1l: 11.72 & 1.04 and 13.44 4+ 0.61; and in Group Ill: 11.3
+ 1.18 and 15.42 + 0.83 wmol/L.
Conclusion: The observed results demonstrated that human milk with fortifiers derived from
human milk acted as a good substratum for preterm infant feeding both in the evaporated or
the lyophilized form, without significant increases in plasma phenylalanine levels in comparison
to human milk with commercial fortifier.
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Fenilalanina plasmatica em recém-nascidos pré-termo alimentados com diferentes
dietas de leite humano

Resumo

Objetivo: Avaliar o perfil plasmatico do aminoacido fenilalanina em recém-nascidos pré-termo
alimentados com diferentes dietas de leite humano.

Métodos: Foram estudados 24 recém-nascidos pré-termo de muito baixo peso, distribuidos em
trés grupos com diferentes dietas: Grupo I: leite humano de banco com 5% de aditivo comercial
para leite humano com proteina de origem bovina (LHB-AC); Grupo llI: leite humano de banco
com aditivo de leite humano modificado evaporado (LHB-E); e Grupo lllI: leite humano de banco
com aditivo de leite humano modificado liofilizado (LHB-L). Os recém-nascidos receberam a
dieta definida para o grupo quando alcancaram dieta plena por 15 & 2 dias. A analise do ami-
noacido plasmatico foi feita no primeiro e ultimo dias da dieta. A comparagéo entre os grupos foi
realizada por meio do teste ANOVA de uma via, seguido pelo pos-teste de Tukey, utilizando-se o
software SPSS (IBM Corp, NY, EUA), versao 20.0, e considerando um nivel de significancia de 5%.
Resultados: As concentragdes plasmaticas do aminoacido fenilalanina na primeira e segunda
analises foram, respectivamente, no Grupo | (LHB-AC) 11,941,222 e 29,7240,73; no Grupo Il
(LHB-E) 11,72+1,04 e 13,44+0,61; e no Grupo Il 11,3+1,18 e 15,42+0,83 umol/L.

Conclusdo: Os resultados encontrados demonstram que o leite humano com aditivos do proprio
leite humano comportou-se como um bom substrato para alimentacdo do recém-nascido
pré-termo, tanto na forma evaporada como liofilizada, sem levar a aumentos significativos
na concentracao plasmatica de fenilalanina em comparagdo ao leite humano com aditivo

comercial.

© 2014 Sociedade Brasileira de Pediatria. Publicado por Elsevier Editora Ltda.
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Introducao

A superioridade do leite humano (LH) na alimentacdo de
recém-nascidos pré-termo (RNPT) ja esta bem documen-
tada. O LH tem impacto importante no crescimento cerebral
e no desenvolvimento, mesmo quando nao promove grande
ganho de peso, reforcando o conceito de que o 6timo cres-
cimento pds-natal de RNPT ainda n&o é conhecido.'>

Quanto ao aporte de proteinas, nao s6 a quantidade,
mas também a qualidade é importante para o crescimento
adequado. A composicdo de aminoacidos das formulas e
aditivos de leite humano com proteina bovina tem sua quali-
dade comprometida em relacdo a do LH, considerada padrao
ouro.*™?

A fracao proteica do leite de vaca tem predominancia de
caseina, que possui alto teor do aminoacido fenilalanina.™
Embora seja um aminoacido essencial, em criancas rece-
bendo proteina de leite bovino, o nivel plasmatico desse
aminoacido é elevado (préximo aqueles associados com
defeitos do metabolismo).""~"3

Com o aumento da ingestao e da concentracdo plasma-
tica de fenilalanina ocorre a inibicao da enzima tirosinase,
e conversao, pela hidroxilacao, da fenilalanina em tirosina,
aumentando a disponibilidade de tirosina. Este aumento
pode ocasionar um efeito deletério no desenvolvimento
cerebral, levando a consequéncias como distirbio do
sono, déficit de memoria, dificuldade de atencdo e de
concentracdo. "7

Enquanto nao se sabe o que é 6timo em nutricao de RNPT,
os neonatologistas devem estar compromissados com o que
parece ser ideal, que nao cause alteracdes em curto prazo
e que traga melhor desenvolvimento em longo prazo. Neste
contexto, suplementar o LH com aditivo contendo proteina

homologa a do LH parece uma alternativa apropriada para
0 aporte proteico, mantendo uma concentracao plasmatica
segura de fenilalanina.®-2°

Considerando esta hipotese, pretendeu-se analisar com-
parativamente a concentracdo plasmatica de fenilalanina
em RNPT alimentados com leite humano de banco (LHB)
acrescido de aditivo comercial FM85® (Fortified Milk 85,
Nestlé, Sao Paulo, Brasil), e em RNPT alimentados com
LHB acrescido com um aditivo oriundo do proéprio LH, com
retirada de gordura e lactose nas formas evaporada ou lio-
filizada.

Métodos

Apos a aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisas (Res.
17/2006) da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul
(UFMS), foi realizado, no periodo de 2008 a 2010, um ensaio
clinico randomizado, nao cego, no setor de neonatologia do
Nicleo do Hospital Universitario (NHU) da UFMS (Universi-
dade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS,
Brasil).

Foram estudados 24 RNPT internados no setor de
neonatologia, de ambos os sexos, divididos em trés gru-
pos. Cada grupo recebeu uma dieta diferente a base
de leite humano. Os grupos foram comparados quanto
a concentracdo plasmatica de fenilalanina. Para atestar
que os grupos tinham caracteristicas semelhantes e que
a diferenca na concentracdo plasmatica de fenilalanina
estava relacionada a dieta recebida, eles foram comparados
quanto as variaveis sexo, classificacao peso/idade gestacio-
nal, SDR, idade gestacional, peso ao nascimento, inicio da
alimentagao, volume, calorias, inicio da nutricdo enteral
minima e dias de ventilagdo mecanica.
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As dietas oferecidas a cada grupo foram:

Grupo |: RNPT alimentados com leite humano de banco
de leite, acrescido com 5% do aditivo FM85® (Nestlé, Sao
Paulo, Brasil), determinado pela sigla: LHB-AC;

Grupo II: RNPT alimentados com leite humano de banco de
leite suplementado com leite humano modificado: 100 ml
de LH desnatado, evaporado a 20%, com extracao de lac-
tose, adicionado em 80 ml de leite humano e pasteurizado,
determinado pela sigla: LHB-E;

Grupo lll: RNPT alimentados com leite humano de banco
de leite, suplementado com leite humano modificado:
70ml de LH desnatado, evaporado a 20%, com extracao
de lactose, liofilizado, reconstituido em 100 ml de LHB e
pasteurizado, determinado pela sigla: LHB-L.

Os aditivos de originados de leite humano foram elabo-
rados conforme a metodologia descrita por Thomaz et al.?'

Dos 24 RNPT, dez pertenciam ao Gl, cinco ao Gll e nove
ao GlIl. Estes foram alimentados, nesta ordem, em dife-
rentes momentos. Embora a selecao nao tenha sido cega,
foram selecionados todos os RNPT internados no NHU-UFMS
no periodo do estudo, e que se adequavam aos critérios de
inclusao.

Foram incluidos os RNPT com idade gestacional inferior
a 34 semanas, com peso de nascimento igual ou inferior a
1.500 kg, adequados ou nao para a idade gestacional, esta-
veis clinicamente e sem qualquer malformacao congénita,
cujos pais, apds serem esclarecidos da natureza do estudo,
assinaram o termo de consentimento informado, livre e
esclarecido.

Foram excluidos RNPT com ma formacdo congénita, dis-
tarbios metabdlicos, anemia, qualquer doenca em atividade
(distarbios respiratérios, manifestacdées do sistema nervoso
central e gastrointestinal), hemorragia periventricular, grau
maior ou igual a 2 e aqueles cujas maes tinham leite sufici-
ente para alimentar seus filhos.

Durante o estudo foram substituidos os RNPT que
apresentaram condigoes clinicas desfavoraveis ao desen-
volvimento da pesquisa. Estas condicoes estavam, em sua
totalidade, relacionadas com piora do nivel de infeccao.

Os RNPT receberam a dieta especifica do grupo a que
iriam pertencer somente quando atingiram a dieta ente-
ral plena (100ml/kg) e com boa tolerancia; portanto, os
prematuros fizeram parte dos grupos assim que iniciaram
a alimentacao plena por sonda gastrica.

Os RNPT foram acompanhados desde que iniciaram a
alimentacao dos leites modificados por 15+2 dias.

Foi feita a analise ndo cega do aminoacido fenilala-
nina plasmatico. Para isso foi colhida uma amostra de
sangue venoso pré-prandial (2h30min a 3h apods a uUltima
mamada) por puncao percutanea com seringa contendo trés
gotas de heparina (efeito anticoagulante), acondicionada
em tubo de microcentrifuga (Eppendorf do Brasil Ltda, Sao
Paulo, Brasil), sendo o plasma devidamente separado por
centrifugacao (2.500 rotacoes por minuto durante 10 min),
identificado e congelado a -20°C para posterior analise de
aminoacidos, por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.
A coleta do sangue foi realizada em cada crianca dos trés
grupos para a comparacao do perfil do aminoacido no pri-
meiro dia, antes de a crianca iniciar a dieta especifica do
grupo e no ultimo dia recebendo esta dieta.

A avaliacdo da associacao entre as dietas ofertadas aos
RNPT com as variaveis sexo, classificacao peso/idade gesta-
cional, SDR foi realizada por meio do teste do Qui-quadrado.
Ja a associacdo entre as dietas ofertadas e as variaveis idade
gestacional, peso ao nascimento, inicio da alimentacao,
volume, calorias, inicio da nutricdo enteral minima, dias
de ventilacdo mecdnica e concentracdo plasmatica de feni-
lalanina foi realizada por meio do teste ANOVA de uma
via, seguido pelo pos-teste de Tukey. Os resultados das
demais variaveis avaliadas neste estudo foram apresenta-
dos na forma de estatistica descritiva ou na forma de tabela
e grafico. A analise estatistica foi realizada utilizando-se o
software SPSS, versao 20.0 (IBM Corp, NY, USA), conside-
rando um nivel de significancia de 5%.

Resultados

As caracteristicas dos trés grupos quanto ao sexo, idade
gestacional, peso ao nascer, adequacao do peso para a
idade gestacional, inicio da alimentacdo enteral minima,
inicio da alimentacao enteral plena, uso de ventilacao
mecanica, Sindrome do Desconforto Respiratdrio, volume e
caloria média diaria de dieta recebida estao expostas na
tabela 1.

Quanto a estas caracteristicas, os grupos nao apresenta-
ram diferencas estatisticamente significantes (tabela 1).

Os niveis plasmaticos do aminoacido fenilalanina (média
+ EPM) na primeira e segunda analises foram, respectiva-
mente, no grupo | (LHB-AC) 11,9+1,22 e 29,72+0,73; no
grupo Il (LHB-E) 11,72+1,04 e 13,44+0,61; e no grupo lll
11,3£1,18 e 15,4240,83 umol/L. Os resultados referentes a
concentracao do aminoacido essencial fenilalanina do grupo
I, Il e lll estao ilustrados na figura 1.

Nao houve diferenca entre os tratamentos em relacao
a concentracdo plasmatica de fenilalanina no primeiro dia
da alimentacao enteral plena (teste ANOVA de uma via,
p = 0,931). Por outro lado, os tratamentos foram dife-
rentes entre si no momento 15 dias apo6s o inicio da
alimentacao (teste ANOVA de uma via, p < 0,001), sendo
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Figura 1  Grafico apresentando a concentracdo plasmatica de
fenilalanina em cada um dos esquemas de alimentacao dos RNPT
utilizados neste estudo e de acordo com o momento de analise.
Cada simbolo representa a média e a barra o erro-padrdo da
média.
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Tabela 1 Resultados referentes as variaveis avaliadas neste estudo, de acordo com a alimentacéo ofertada aos recém-nascidos

pré-termo
Variavel Tratamento Valor de p?
Gl (LHB-AC) Gll (LHB-E) GlII (LHB-L)
Sexo
Feminino 40,0 (4) 40,0 (2) 66,7 (6) 0,449
Masculino 60,0 (6) 60,0 (3) 33,3 (3)
Idade gestacional (semanas) 30,20+0,36 30,00+1,30 26,56 +2,96 0,345
Peso ao nascimento 1104,50 + 45,89 1126,00 + 98,32 989,44 +72,57 0,327
Classificacdo (peso/idade gestacional)
AlG 90,0 (9) 100,0 (5) 88,9 (8) 0,748
PIG 10,0 (1) 0,0 (0) 11,1 (1)
Inicio alimentacao (dias de vida) 17,70 4 3,68 14,204-2,87 17,004+ 2,15 0,776
Volume (ml/kg/dia) 167,72+ 8,52 166,49 +5,19 166,18 +9,25 0,976
Caloria/kg/dia 136,94+ 6,96 111,72 +7,07 120,10+ 6,68 0,067
Inicio da nutricao enteral minima (dias) 3,104+0,66 5,804+1,93 5,004+1,79 0,416
Ventilacdo mecanica (dias) 9,80+ 3,12 5,00+1,96 12,44+2,96 0,296
SDR
Sim 80,0 (8) 100,0 (5) 100,0 (9) 0,217
Nao 20,0 (2) 0,0 (0) 0,0 (0)

Os resultados estao apresentados em médiat-erro-padrao da média ou em frequéncia relativa (frequéncia absoluta). SDR, sindrome do
desconforto respiratério; AlG, Adequado para a idade gestacional; PIG, Pequeno para a idade gestacional.
2 Valor de p no teste ANOVA de uma via (idade gestacional, peso ao nascimento, inicio da alimentacdo, volume, calorias, inicio da

nutricdo enteral minima e ventilacdo mecanica) ou no teste do Qui-quadrado (sexo, classificacdo peso/idade gestacional, SDR).

que a concentracao plasmatica de fenilalanina no grupo de
RNPT LHB-AC foi maior do que aquela para os grupos LHB-E e
LHB-L (pos-teste de Tukey, p < 0,05), porém, sem diferenca
significativa entre os dois Ultimos grupos (0 > 0,05).

Discussao

Este estudo sugere que, para analise do perfil de aminoa-
cidos, as amostras de sangue devem ser colhidas imediata-
mente antes da alimentacao, pois assim é possivel analisar
o perfil de aminoacidos com menor interferéncia da dieta
ofertada. Esta evidéncia justifica a escolha de fazer a coleta
de sangue pré-prandial para a analise de aminoacidos.?’

Ao comparar a concentracdo do aminoacido fenilala-
nina entre os RNPT alimentados com as diferentes dietas,
verificou-se que aqueles alimentados com aditivo comercial
tiveram indices plasmaticos maiores deste aminoacido, com
diferenca extremamente significativa em relacao aqueles
alimentados com os aditivos evaporado e liofilizado.

Considerando que os grupos eram semelhantes quanto as
caracteristicas expostas na tabela 1 e os indices plasmaticos
de fenilalanina eram semelhantes nos trés grupos no inicio
do estudo, esta diferenca na concentracao de fenilalanina
ao final do mesmo parece estar relacionada a qualidade da
proteina do aditivo utilizado na alimentacédo de cada grupo
e a menor capacidade de degradacao deste aminoacido pelo
RNPT, em relacao ao recém-nascido a termo. A diferenca nao
deve estar relacionada a quantidade total de proteina con-
sumida, porque o teor médio de proteina da dieta do grupo
LHB-AC (1,96+0,01g/dL) é intermediario aos das dietas dos
grupos LHB-E (1,81+0,01g/dL), LHB-L (2,38+0,03 g/dL).?

Embora o valor caldrico do LHB-AC 81,6540,87 kcal/dL
seja maior que o do LHB-E 67,784+2,01 e do LHB-L

72,27+2,56 kcal/dL, um estudo clinico ainda nao publi-
cado observou que o ganho de peso e de comprimento foi
semelhante nos trés grupos, com vantagem no aumento
do perimetro cefalico no grupo LHB-L em relacdo aos
outros grupos.?' Estas caracteristicas de crescimento evi-
denciam um bom aproveitamento das proteinas ofertadas
pelos aditivos homélogos em comparacao ao aditivo comer-
cial comumente utilizado.

Estudos que avaliaram o perfil de aminoacidos sangui-
neo de RNPT alimentados com LH acrescido com o aditivo
comercial FM85® observaram que ha necessidade de melhor
adequacdo da proteina ofertada por este suplemento.
O aditivo de origem heteréloga resultou em modificacoes
dos macronutrientes bioquimicos podendo interferir no neu-
rodesenvolvimento das criancas.?>%*

Em andlise de fenilalanina plasmatica em grupos de
recém-nascidos a termo saudaveis aos seis meses de idade
alimentados com leite materno, formula regular, dois tipos
de formulas com caseina hidrolisada e formulas com pro-
teinas do soro hidrolisadas, o grupo alimentado com leite
materno apresentou a menor concentracao do aminoacido,?®
0 que parece ocorrer, mesmo em recém-nascidos a termo,
devido ao maior teor de fenilalanina nas formulas a base de
leite de vaca.

0 mesmo resultado foi encontrado em RNPT alimentados
com LH com trés diferentes aditivos: proteina do LH,
proteina do soro de leite de vaca e uma mistura de proteina
do soro de leite de vaca, peptideos e aminoacidos com
uma composicdo de aminoacidos parecida com a do LH.
A concentracdo de fenilalanina foi maior no grupo que
recebeu o LH com aditivo de proteina do soro de leite de
vaca. Entre os outros dois grupos nao houve diferenca.?

Também em RNPT agrupados de acordo com a idade
gestacional e alimentados com LH ou quatro tipos de
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formulas com proteinas do leite de vaca com diferen-
tes teores e proporcao de proteinas do soro/ caseina,
aqueles alimentados com leite humano tiveram a menor
concentracédo plasmatica de fenilalanina.?’

Por outro lado, um estudo que ofereceu a RNPT leite
humano de banco, leite humano de banco evaporado a 70%
ou leite humano de banco com aditivo comercial FM85®
nao encontrou diferenca significativa nos niveis de fenila-
lanina plasmatica. Nesse caso, nem a quantidade, nem a
qualidade da proteina oferecida interferiu nos niveis séricos
desse aminoacido.?

Outro estudo que avaliou o fluxo dos aminoacidos glicina,
leucina e fenilalanina em RNPT em alimentacao parente-
ral e enteral observou que o fluxo do aminoacido glicina é
mais afetado pela via de administracdo, o do aminoacido
leucina é pouco afetado e o do aminoacido fenilalanina é
mais afetado pelo aporte oferecido.?

Apesar do aumento significativo de fenilalanina plasma-
tica, nao foi observada qualquer repercussao metabolica
importante nos bebés alimentados com proteina de origem
bovina no decorrer deste estudo, mas em longo prazo pode
ser um fator ruim no desenvolvimento cognitivo. Portanto,
ainda sao questionados os niveis plasmaticos ideais de fenila-
lanina a fim de evitar os efeitos no cognitivo em longo prazo.

As investigacdes realizadas demonstram que o LH com
aditivos dele proprio comportou-se como um bom substrato
para alimentacao do RNPT, seja na forma evaporada ou liofi-
lizada, sem levar a aumentos significativos na concentracao
plasmatica de fenilalanina em comparacao ao leite humano
com aditivo comercial.
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