%’— UNIVERSITAT d @ :
Gl POLITECNICA '

DE VALENCIA S

ALIMENTOS PARA EL DESARROLLO

UNIVERSITAT POLITECNICA DE VALENCIA

Instituto Universitario de Ingenieria de Alimentos
(FoodUPV)

Introduccién de la alimentacion complementaria en niios
con fibrosis quistica: Estudio in vitro de digestibilidad de
macronutrientes e impacto sobre microbiota colonica

Trabajo Fin de Master

Master Universitario en Ciencia e Ingenieria de los Alimentos

AUTOR/A: Laguna Lleonart, Paula
Tutor/a: Andrés Grau, Ana Maria
Cotutor/a: Calvo Lerma, Joaquim

Cotutor/a: Heredia Gutiérrez, Ana Belén

CURSO ACADEMICO: 2023/2024



INTRODUCCION DE LA ALIMENTACION COMPLEMENTARIA EN
NINOS CON FIBROSIS QUISTICA: ESTUDIO IN VITRO DE
DIGESTIBILIDAD DE MACRONUTRIENTES E IMPACTO SOBRE
MICROBIOTA COLONICA

Laguna Lleonart, P, Calvo-Lerma, J.", Asensio-Grau, A.", Andrés, A."

RESUMEN

Las condiciones de insuficiencia pancreatica exocrina asociadas a la fibrosis
quistica (FQ) comprometen la digestibilidad de los nutrientes, poniendo en riesgo
el crecimiento adecuado en los nifos que la padecen. Para revertir la mala
digestion, se aplica la terapia de sustitucion enzimatica (TSE) que consiste en la
ingesta, en cada comida, de pancreatina encapsulada. Sin embargo, la presencia
persistente de grasa en heces y los sintomas asociados (diarrea y estreiiimiento)
siguen siendo cuadros frecuentes debido a que las dosis de pancreatina siguen
siendo poco precisas. En este estudio, centrado en la etapa de alimentacién
complementaria (6-24 meses), se pusieron a punto modelos in vitro estaticos de
digestion gastrointestinal y fermentacion coldnica para evaluar tanto la
digestibilidad de lipidos y proteinas, como el efecto sobre la microbiota coldnica
de distintos alimentos. El disefio experimental permitié evaluar el efecto matriz en
papillas de diferente composicion, el efecto de las condiciones intestinales (nifios
sanos vs. FQ), y el efecto de la dosis del suplemento enzimatico. Los resultados
mostraron que la digestibilidad no se vio afectada por la dosis de enzimas, pero
si por la matriz alimentaria. Las papillas con mejor digestibilidad de grasas fueron
la de verduras y quinoa, y la de verduras y pavo, seguidas de la de verduras y
ternera y la de verduras y huevo. En cambio, las papillas de verduras y merluza,
verduras y pollo, y leche y cereales mostraron los porcentajes de lipdlisis mas
bajos (16 — 29 %). Por otro lado, y como era de esperar, el contenido en fibra
aportado por las verduras dio lugar a mayores cambios sobre la microbiota,
especialmente en cuanto al aumento del género Veillonella. En conclusion, no es
en la dosis de suplemento enzimatico, sino en la composicion de las papillas
donde se debe poner el foco para realizar recomendaciones nutricionales en
nifos con FQ y favorecer asi el maximo aprovechamiento de los nutrientes de la
dieta.

PALABRAS CLAVE: Fibrosis quistica, insuficiencia pancreatica, terapia de
sustitucidon enzimatica, alimentacion complementaria, digestion in vitro,
microbiota.
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RESUM

Les condicions d'insuficiencia pancreatica exocrina associades a la fibrosi
quistica (FQ) comprometen la digestibilitat dels nutrients, posant en risc el
creixement adequat en els xiquets que la patixen. Per a revertir la mala digestio,
s'aplica la terapia de substitucié enzimatica (TSE) que consistix en la ingesta, en
cada menjar, de pancreatina encapsulada. No obstant aix0, la preséncia
persistent de greix en femta i els simptomes associats (diarrea i restrenyiment)
continuen sent quadres freqUents pel fet que les dosis de pancreatina continuen
sent poc precises. En este estudi, centrat en I'etapa d'alimentacié complementaria
(6-24 mesos), es van posar a punt models in vitro estatics de digestio
gastrointestinal i fermentacio colonica per a avaluar tant la digestibilitat de lipids i
proteines, com l'efecte sobre la microbiota colonica de diferents aliments. El
disseny experimental va permetre avaluar I'efecte matriu en farinetes de diferent
composicio, I'efecte de les condicions intestinals (xiquets sans vs. FQ), i I'efecte
de la dosi del suplement enzimatic. Els resultats van mostrar que la digestibilitat
no es va veure afectada per la dosi d'enzims, pero si per la matriu alimentaria. Les
farinetes amb millor digestibilitat de greixos van ser la de verdures i quinoa, i la
de verdures i polit, sequides de la de verdures i vedella i la de verdures i ou. En
canvi, les farinetes de verdures i llug, verdures i pollastre, i llet i cereals van
mostrar els percentatges de lipolisis més baixos (16 — 29%). D'altra banda, i com
era d'esperar, el contingut en fibra aportat per les verdures va donar lloc a majors
canvis sobre la microbiota, especialment quant a I'augment del genere Veillonella.
En conclusio, no és en la dosi de suplement enzimatic, sind en la composicio de
les farinetes on s'ha de posar el focus per a realitzar recomanacions nutricionals
en xiquets amb FQ i afavorir aixi el maxim aprofitament dels nutrients de la dieta.

PARAULES CLAU: Fibrosi quistica, insuficiencia pancreatica, terapia de
substitucio enzimatica, alimentacié complementaria, digestio in vitro, microbiota.

ABSTRACT

The conditions of exocrine pancreatic insufficiency associated with cystic fibrosis
(CF) compromise the digestibility of nutrients, jeopardizing proper growth in
children who suffer from it. To reverse maldigestion, enzyme replacement therapy
(PERT) is applied, which consists of the intake of encapsulated pancreatin at each
meal. However, the persistent presence of fat in feces and the associated
symptoms (diarrhea and constipation) remain frequent because the doses of
pancreatin remain inaccurate. In this study, focused on the complementary
feeding stage (6-24 months), static in vitro models of gastrointestinal digestion
and colonic fermentation were developed to evaluate both lipid and protein



digestibility and the effect on colonic microbiota of different foods. The
experimental design allowed the evaluation of the matrix effect in purees of
different composition, the effect of intestinal conditions (healthy children vs. CF),
and the effect of the enzyme supplement dose. The results showed that
digestibility was not affected by the enzyme dose but was affected by the dietary
matrix. The purees with the best fat digestibility were vegetable and quinoa, and
vegetable and turkey, followed by vegetable and beef, and vegetable and egg. In
contrast, the vegetable and hake, vegetable and chicken, and milk and cereal
purees showed the lowest lipolysis percentages (16 - 29 %). On the other hand,
as expected, the fiber content provided by the vegetables resulted in greater
changes on the microbiota, especially in terms of the increase of the Veillonella
genus. In conclusion, it is not in the enzyme supplement dose, but in the
composition of the purees where the focus should be placed to make nutritional
recommendations in children with CF to favor the maximum utilization of the
nutrients in the diet.

KEY WORDS: Cystic fibrosis, pancreatic insufficiency, enzyme replacement
therapy, complementary feeding, in vitro digestion, microbiota.

1. INTRODUCCION

Las afecciones gastrointestinales asociadas a la fibrosis quistica (FQ) pueden
afectar a la digestion de los alimentos y la absorcion de los nutrientes. En
concreto, la absorcion de grasas es uno de los principales retos nutricionales (Li
& Somerset, 2014), que subyace a la obtencidn inadecuada de energia por parte
de bebés, niflos o adultos con FQ (Turck et al., 2016).

La insuficiencia pancreatica exocrina (IPE) asociada con la enfermedad suele
evolucionar en el primer afo de vida (Borowitz et al., 2009; Freswick et al., 2022).
Esta es una de las principales causas del retraso en el crecimiento durante la
infancia, cuando hasta el 80% de la grasa ingerida puede ser excretada en las
heces debido a la obstruccion del conducto pancreatico y por ende la insuficiente
presencia de pancreatina en el intestino delgado (Dodge & Turck, 2006).

En cuanto a la digestion de proteinas, estudios in vitro han demostrado que la
variacién de las condiciones de digestién junto con la inmadurez del sistema
digestivo infantil alteran la especificidad, la velocidad y el alcance de la protedlisis
de los alimentos infantiles, planteando problemas unicos en esta poblacion (Gan
et al., 2018).

La reduccién de la secrecion pancreatica rica en bicarbonato en pacientes
con IPE altera el pH del medio intraluminal intestinal. La falta de este importante
poder neutralizante acido, la falta de liquido para la hidratacién del contenido
intestinal y la reduccion de la capacidad enzimatica para digerir los alimentos



ingeridos son las principales variables que contribuyen de manera multifactorial
a los sintomas de la enfermedad, y a la digestibilidad y absorcion final de
nutrientes (De Lisle & Borowitz, 2013).

En este sentido, el cribado neonatal ofrece la oportunidad de una intervencién
meédica y nutricional precoz, que abarca recomendaciones de seguimiento y
tratamiento para los lactantes diagnosticados con FQ, y poder anticiparse a un
posible deterioro del estado nutricional (Borowitz et al., 2009).

Los primeros alimentos que los bebés son capaces de consumir después de
la leche materna o de férmula son los purés, generalmente a partir de los 6 meses
de edad (Gan et al., 2018). Las recomendaciones actuales indican que se puede
incorporar cualquier tipo de alimento a partir de esta edad, sin que haya
restricciones por potenciales alérgenos, como los presentes en el huevo, los
cereales o el pescado (EFSA Panel on Nutrition, Novel Foods and Food Allergens
(NDA) et al., 2019).

Ademas del control de la dieta, un tratamiento especifico de la poblacién con
FQ e IPE es la terapia de sustitucion enzimatica (TSE), que consiste en la
administracion de pancreatina de origen porcino (lipasa, proteasa, y amilasa),
encapsulada con recubrimiento entérico, para subsanar la falta endégena de la
misma (Freswick et al., 2022; Turck et al., 2016). Este recubrimiento permanece
inalterado a pH acido con el fin de resistir la fase gastrica, y sélo se solubiliza y
libera las enzimas a pH mas alcalino (superior a 5,7), con el fin de lograr una
lipolisis 6ptima en el intestino (Calvo-Lerma et al., 2020a).

Aunque existe evidencia cientifica de que la TSE es eficaz para reducir los
sintomas gastrointestinales asociados a la IPE (D’Haese et al., 2014) y mejorar la
absorcidén de grasas y proteinas (Whitcomb et al., 2016), su mecanismo de accién
sigue siendo poco conocido (Nishiyama et al., 2018). Por este motivo, en la
actualidad la dosis de TSE se determina en funcion de la edad, el peso del
paciente o del contenido en grasa de la comida ingerida (Turck et al., 2016;
Freswick et al., 2022). Sin embargo, estudios recientes puesto de manifiesto que
no solo la cantidad de grasa es relevante para la dosificacion de enzimas, sino
que el tipo de grasa y la estructura fisica de la matriz en la que se encuentra
determina la eficiencia de la digestion y absorcion de nutrientes (Calvo-Lerma
et al., 2020a).

En este sentido, el proyecto europeo MyCyFApp (www.mycyfapp.eu) llevé a
cabo el desarrollo y validaciéon de un modelo para el ajuste 6ptimo de suplemento
enzimatico para la poblacion de entre 2 y 18 afios (Boon et al., 2020; Calvo-Lerma
et al.,, 2021) pero no existen estudios sobre la dosificacién de la TSE para los
alimentos tipicamente ingeridos por nifios de edad temprana (6 — 24 meses).

Ademas de las complicaciones gastrointestinales, se ha demostrado que las
infecciones pulmonares asociadas a la FQ y el tratamiento antibiético contribuyen
a la alteracion en la composicion de la microbiota coldnica o disbiosis (Gelfond
et al., 2013; Langdon et al., 2016); que suele ser mas aguda durante los primeros
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meses de vida, especialmente en cuanto a diversidad y abundancia de bacterias
proinflamatorias como Escherichia coli (Duytschaever et al., 2011; Hoen et al.,
2015). Sin embargo, ningun estudio ha evaluado especificamente el impacto de
la introduccidén de la alimentacion complementaria en la modificacion de la
microbiota intestinal de los lactantes con FQ (Kristensen et al., 2020).

Por todo esto, el objetivo del presente estudio fue evaluar la digestibilidad de
lipidos y proteinas en alimentos suministrados de manera habitual durante Ila
alimentacion complementaria, asi como el impacto de los mismos sobre la
modificacion de la microbiota intestinal del lactante.

La consecucion de este objetivo esta relacionada con los siguientes Objetivos
de Desarrollo Sostenible (ODS): ODS 3. Salud y bienestar; ODS 4. Educacién de
calidad; ODS 10. Reduccion de desigualdades; ODS 12. Produccion y consumo
responsables; y ODS 17. Alianzas para lograr objetivos.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1.Diseno experimental

En el presente proyecto de investigacion se puso a punto un modelo de
simulacion de la digestion in vitro en estatico que permitid reproducir las
condiciones gastrointestinales de nifos sanos y con FQ de edad comprendida
entre 6 y 24 meses.

Los condiciones de la etapa gastrica fueron las mismas para los nifios sanos
y con FQ. Sin embargo, para simular las alteraciones digestivas presentes en la
FQ se modifico el pH intestinal de 6,6 a 6 (Asensio-Grau et al., 2019; Ménard
etal, 2018). Asimismo, para estudiar el impacto de diferentes dosis de
suplemento enzimatico sobre la digestibilidad de grasas y proteinas en los nifios
con FQ, los experimentos de digestion se simularon con diferentes dosis de
suplemento de enzimas pancreaticas (Kreon® 10000 LU, Mylan) en base a la
practica clinica actual en este rango de edad, que se ajusta por el contenido
lipidico de la dieta (2.000-4.000 unidades de lipasa por gramo de grasa ingerida)
(Turck et al., 2016) y el peso del paciente (1.000-2.500 unidades de lipasa por
kg) (Freswick et al.,, 2022). Concretamente, se establecid un rango de dosis
comprendido entre 500-3.000 Unidades Lipasa (UL/g grasa).

2.2.Materiales

Las sales de grado analitico (cloruro sddico, cloruro potasico y bicarbonato
sédico), pancreatina de pancreas porcino (8 x USP, P7545) y bilis bovina
(desecada, no fraccionada, B3883) todos ellos de Sigma-Aldrich Chemical
Company (St. Louis, MO, EE.UU.) se compraron en Sigma-Aldrich, mientras que
el extracto gastrico de conejo (RGE-15), que incluye pepsinay lipasa, se adquirid
de Lipolytech (Marsella, Francia), y el NaOH (1N) y HCI (1N) se adquirieron en
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AppliChem Panreac. El suplemento enzimatico comercial utilizado fue
suministrado por el Hospital La Fe (Kreon® 10.000 LU, Mylan, Irlanda).

En cuanto a los materiales para las determinaciones analiticas, el kit de
cuantificacion de acidos grasos libres (FFA), el etanol (96%, grado HPLC), la
solucion de Triton X-100, el acido tricloroacético (TCA), el acido
etilendiaminotetraacético (EDTA, reactivo ACS, 99,4-100,6%, polvo), la urea
(ReagentPlus®, 299,5%, granulos) y la L-tirosina (=298%, HPLC) se obtuvieron
también de Sigma-Aldrich.

El sulfuro sédico (NaxS), la peptona, la L-cisteina y la sal sédica de resazurina
que se emplearon para la simulacién de la fermentacion colénica se obtuvieron
de Sigma-Aldrich; y para la caracterizacion de la microbiota, el kit de extraccion
de ADN (Cells and Tissue DNA lIsolation Kit) se obtuvo de Norgen Biotek Corp®.

2.3.Preparacion de las muestras

En el estudio se incluyeron siete formulaciones de alimentos en puré (Tabla
1). Cuatro de ellos fueron de origen comercial e incluyen mezcla de verduras,
aceite de oliva y una fuente de proteinas (ternera, pavo, merluza o quinoa). Los
otros tres fueron de elaboracion casera, dos de ellos siguiendo las mismas
proporciones entre vegetales/aceite/proteinas que en los productos comerciales,
e incluyendo huevo o pollo. El ultimo puré consistiéo en la mezcla de leche de
férmula infantil (Nestlé NAN OptiPro 2) reconstituida y cereales infantiles (trigo,
espelta integral, trigo sarraceno, avena, sémola de maiz, harina de quinoa y harina
de arroz; Smileat). Adicionalmente, se incluyeron en el disefio experimental la
evaluacion de la digestion de los ingredientes por separado: muslo de pollo,
huevo hervido, leche en polvo reconstituida y cereales reconstituidos.

TABLA 1. Formulaciones infantiles sometidas al proceso de digestion in vitro.

Origen Codigo Formulacién Ingredientes %

c ial Verduras 47

1 ((szﬁgt? PVT Puré de verduras + ternera Ternera 10
AOQOVE 1

Comercial Verduras 45

2 (Smileat) PPV Puré de verduras + pavo Pavo 10
AOQOVE 1

Comercial Verduras 47

3 (Smileat) PVM Puré de verduras + merluza Merluza 9
AOVE 1

Comercial Verduras 53

4 (Smileat) PVQ Puré de verduras + quinoa Quinoa 3
AOVE 1

Elaboracion WSIreES 8

5 casera PVP Puré de verduras + pollo Pollo 10
AOVE 1



Verduras 45

El i6
a:aosr:\gon PVH Puré de verduras + huevo Huevo 10
AOVE 1
El i6 Lech 1
7 ElEE el PLC Leche en polvo + cereales eche 5
casera Cereales 4

2.4.Digestion in vitro

Se siguio un modelo de digestion gastrointestinal in vitro infantil para los nifios
sanos de acuerdo con el protocolo establecido por Ménard et al. (2018) con las
modificaciones incluidas en el protocolo establecido por Asensio-Grau et al.,
(2019) para simular las alteraciones gastrointestinales de los nifios con FQ. Para
ello, se prepararon disoluciones madre para la preparacion diaria de fluido
gastrico simulado (SGF) y fluido intestinal simulado (SIF). La disolucion madre
para el SGF estaba compuesta por cloruro de sodio (94 mM) y cloruro potasico
(13 mM). La disolucion madre para el SIF estaba compuesta por cloruro sddico
(164 mM), cloruro potasico (10 mM) y bicarbonato sodico (85 mM). La fase oral
se omitid por ser alimentos triturados y no son sometidos al proceso de
masticacion pasando directamente al estobmago.

Para la simulacion de la etapa gastrica, las papillas se colocaron en tubos
Falcon de 50 mL en una proporcién de 6:4 (v/v), con SGF (pH 3) que se preparo
con extracto gastrico de conejo hasta alcanzar una concentracion en la mezcla
gastrica de 268 U/mL de pepsina 'y 19 U/mL de lipasa. Se ajusté el pH a 4,5 con
HCI (1N) y se agitaron durante 78 minutos a 37°C en una camara termostatica.

La fase intestinal siguié con la adicion del SIF al digerido resultante en una
proporcion 4:6 (v/v), se ajusto el pH en 6,6 en el caso de los nifios sanos y en 6
en el caso de los nifios con FQ, y se sometio a las mismas condiciones que en la
simulacion de la fase gastrica.

Para simular las condiciones intestinales de los nifios sanos, el SIF se preparo
con bilis bovina (3,1 mM, Sigma-Aldrich) y pancreatina porcina (lipasa: 90 U/mL,
Sigma-Aldrich).

En el caso de los niflos con FQ, se ajustaron diferentes dosis del suplemento
enzimatico Kreon® 10.000 en funcién del contenido graso de la papilla: 0, 500,
1000, 2000 y 3000 UL/g grasa de la papilla de estudio para tener las unidades de
lipasa/g grasa correspondientes segun el disefio experimental.

Cada capsula de Kreon® 10.000 contiene 150 mg de enzima pancreatica
porcina en forma de microesferas con un recubrimiento sensible al pH que no se
disuelven por debajo de un pH de 6 y que equivalen a 10.000 unidades de lipasa
(UL), 8.000 unidades de amilasa (UA) y 600 unidades de proteasa (UP).

Al final de las fases gastrica e intestinal, se tomaron alicuotas para las
determinaciones analiticas.



2.5.Determinaciones analiticas
2.5.1. Digestibilidad de los lipidos

La liberacién de acidos grasos durante la digestion se evalud utilizando un kit
de ensayo colorimétrico de acidos grasos libres (MAKO44, Sigma-Aldrich) y
mediante un analisis de lipiddomica para determinar la abundancia relativa de cada
una de las especies lipidicas.

La lipdlisis se determindé como porcentaje de acidos grasos libres al final de
las etapas gastrica e intestinal siguiendo el procedimiento descrito por Asensio-
Grau et al. (2018).

El perfil lipidico de los alimentos sin digerir, asi como el de las alicuotas
obtenidas tras la fase intestinal del proceso de digestion in vitro se determino en
la Unidad de Analisis del Instituto de Investigacion Sanitaria La Fe mediante un
sistema de cromatografia liquida de ultra rendimiento (UPLC) acoplado a un
espectrometro iFunnel quadrupole time of fight (QTOF) Agilent 6550 (Agilent
Technologies, CA, USA), siguiendo el método descrito previamente por Lluesa
et al. (2022). Se identificaron mas de 20 grupos de lipidos, con un numero
variable de especies incluidas en cada uno, que permitieron el analisis de las
muestras en funcion de la abundancia relativa de triacilgliceroles (TG),
diacilgliceroles (DG), monoacilgliceroles (MG) y acidos grasos (FA).

2.5.2. Digestibilidad de las proteinas

La hidrdlisis proteica se evalu6 determinando la fraccion de péptidos solubles
en acido tricloroacético (TCA) (Sigma-Aldrich), segun Hernandez-Olivas et al.
(2022) con ligeras modificaciones. Esta fraccion contiene pequeinos péptidos y
residuos de aminoacidos generados a lo largo de la digestion.

Se afadieron 500 pL de una solucion de TCA al 36% (p/p) a los digeridos
liquidos (1000 pL) para alcanzar una concentracion final del 12% (p/p). A
continuacion, las muestras se incubaron a 10 °C durante 15 min y se
centrifugaron a 3200 rpm durante 10 min (Eppendorf MiniSpin Plus, Hamburgo,
Alemania). Se recogio el sobrenadante y se llevd a cabo una dilucidon 1:20 en
tampdén EDTA 50 mM y urea 8 M (pH 10) tanto para las digeridos gastricos como
para los intestinales. Se determind la proteina soluble en TCA por duplicado
midiendo la absorbancia a 280 nm. La proteina soluble se calculé mediante una
curva de calibracion con un rango comprendido entre 0y 0,5 mg/mL de L-tirosina
(Sigma-Aldrich) y los resultados se expresaron como mg de tirosina
equivalentes/g proteina en el alimento.



2.6.0Obtencion del inéculo y fermentacion coldnica in vitro en estatico

Para la obtencion del indculo fecal se recogié una muestra de heces de un
donante de 5 meses de edad con FQ, en régimen de lactancia materna exclusiva.
La muestra se recogio fresca el dia del experimento y se mantuvo refrigerada y
en anaerobiosis hasta ser inoculada en el biorreactor.

La fermentacién coldnica se simuld reproduciendo un método estatico in vitro
descrito por Pérez-Burillo et al. (2021) con ligeras modificaciones. La muestra se
diluyé al 32% (p/v) con PBS, se centrifugd (10.000 rpm, 5 min), y el sobrenadante
se utilizd como inéculo. A continuacion, se incorporaron 1,2 mL del indculo a los
viales junto con 4,5 mL de medio de cultivo, materiales previamente esterilizados
en autoclave. A continuacion, se incorporaron 0,3 g de la fase sélida del digerido
intestinal y 0,03 mL de sobrenadante, obtenidos al final de la digestion
gastrointestinal in vitro. Se simulé la fermentacion colonica durante 24 horas a
37°C.

2.5 Caracterizacion de la microbiota intestinal

Se caracterizd la microbiota cuantificando géneros bacterianos especificos,
tanto de la muestra fresca, como del indculo fecal y tras 24 horas de simulacion
de la fermentacién coldnica. Se centrifugaron alicuotas de 1 mL (10.000 rpm, 10
min) y el pellet se utilizé para aislar el ADN bacteriano. Se utilizé el fluorémetro
Qubit para determinar el rendimiento de la extraccion.

El analisis microbioldgico se realizé mediante secuenciacion de las regiones
V3-V4 del ARNr 16S, utilizando la plataforma lllumina MiSeq (FISABIO Valencia,
Espafa). Con el paquete de R llamado DADA2 (version 1.26.0) (Callahan et al.,
2016), se llevd a cabo la evaluacion de la calidad y el filtrado de las secuencias
forward y reverse, la unién de las mismas, la inferencia de las ASVs (Amplicon
Sequence Variants), la eliminacion de quimeras y la asignacion taxondmica
hasta nivel de género, basada en su gran mayoria, en la base de datos
SILVA (version 138.1).

2.6 Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizd con el software GraphPad Prism 9.0 para
Windows. Se ha establecido un nivel de significacion estadistica del 5% (a=0,05)
en todos los test y se ha utilizado el test 2-way ANOVA para evaluar las diferencias
significativas en la digestibilidad de lipidos y proteinas y el numero de copias de
la microbiota coldnica en funcién de la composicion de los alimentos de estudio.
Los resultados se muestran como media + SEM.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.Efecto de las condiciones digestivas alteradas en FQ y de las
interacciones entre ingredientes sobre Ila digestibilidad de
macronutrientes

3.1.1. Digestibilidad de los lipidos

El proceso de digestidon comienza en el estdmago bajo la accién del fluido
gastrico, que contiene las enzimas gastricas lipasa y pepsina, encargadas de
efectuar la hidrdlisis de lipidos y proteinas, respectivamente (Bourlieu et al.,
2014).

La lipasa gastrica tiene un pH 6ptimo de 4,0 a 5,4, y es estable a los acidos en
el estomago de los lactantes. Ademas, al ser mas activa a un pH ligeramente
acido, puede seguir hidrolizando lipidos en condiciones de pH intestinal (Jiang
et al., 2022).

En los lactantes, existe un rapido desarrollo de la lipasa a partir de la 112
semana de gestacion, que alcanza los niveles de actividad maxima al nacer
(Lindquist & Hernell, 2010). Es por esto que el grado de digestion gastrica en
lactantes es comparable al de los adultos, y conduce a la hidrélisis de un 10-30%
de los ftriglicéridos (Poquet & Wooster, 2016). Estos porcentajes solo se
alcanzaron en algunos de los casos (PPV y PVQ) como puede observarse en la
Figura 1.
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HC:
Lactante sano; FQ 20: Lactante con Fibrosis Quistica; PLC: Papilla de leche y cereales; PVP: Papilla de verduras y pollo;
PVH: Papilla de verduras y huevo; PPV: Papilla de verduras y pavo; PVT: Papilla de verduras y ternera; PVM: Papilla de
verduras y merluza; PVQ: Papilla de verduras y quinoa.

FIGURA 1. Porcentaje de lipdlisis (g de grasa digerida/100 g de grasa en el alimento) de
las formulaciones infantiles (A) y sus ingredientes (B) en condiciones de control sano (90
UL/g grasa) y FQ utilizando una dosis de pancreatina de 2000 UL/g grasa. Las letras
minusculas significan diferencias significativas (p<0,05) entre las condiciones intestinales
y las mayusculas entre las formulaciones infantiles (A) y sus ingredientes (B).
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En los adultos, la mayor parte de los lipidos se digieren en el intestino delgado,
mientras que en los lactantes, la digestion de lipidos por la lipasa pancreatica es
limitada debido a la inmadurez de la funcion pancreatica exocrina (Jiang et al.,
2022). Por este motivo, la lipdlisis gastrica es considerada un fendmeno clave en
la digestion eficaz de las grasas en los recién nacidos (Bourlieu et al., 2014).

Mientras que los adultos absorben mas del 95% de los lipidos de la dieta, los
lactantes absorben entre el 15y el 30% de los lipidos que consumen debido a su
inmadurez digestiva (Abrahamse et al., 2012), posiblemente debido a que no se
hidrolizan por completo, tal y como muestran los resultados de la Figura 1. No se
observaron diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje de lipdlisis
bajo las condiciones gastrointestinales de los lactantes sanos frente a los
lactantes con FQ en ninguno de los casos.

Ademas, Calvo Lerma et al. (2018) demostraron que en condiciones normales
de digestion (pH 7), la organizacion lipidica en la matriz alimentaria no afecta a la
lipdlisis, alcanzandose niveles de lipdlisis satisfactorios, lo que podria explicar
diferencia en los grados de lipdlisis obtenidos entre lactantes sanos (pH 6,6) y en
condiciones simuladas de IPE-FQ (pH 6). De hecho, poniendo el foco en la
comparacion de la lipdlisis obtenida entre los alimentos individualmente y en su
forma de preparacidon en papilla, se analizaron los posibles efectos de
interacciones entre ingredientes. Los estudios han demostrado que la estructura
lipidica dentro de la matriz alimentaria junto con las interacciones entre
ingredientes y macronutrientes (lipido-proteina y lipido-carbohidrato) pueden
explicar la diferencia en el alcance de la lipdlisis (Calvo-Lerma et al., 2019). En
este sentido, comparando los paneles A y B de la Figura 1, la leche muestra una
interaccion negativa con los cereales que disminuye la digestibilidad de sus
lipidos, por lo que se plantearia recomendar un consumo individual y no en
formato papilla. En cambio, en el caso del pollo y el huevo, esta interaccion es
positiva, por lo que deberian consumirse con el resto de ingredientes de la papilla
para maximizar la digestibilidad de su grasa. En este ultimo caso, estudios previos
mostraron que los medios digestivos con mayores ratios almiddn/proteina
contribuyen a mejorar la lipdlisis (Calvo-Lerma et al., 2020b), especialmente en
el contexto de condiciones intestinales alteradas como las de la FQ. Puesto que
el pollo y el huevo son alimentos ricos en proteinas y bajos en almidoén, el hecho
de combinarlos con patata y verduras, habria contribuido a incrementar dicho
ratio, y de esta manera se podria explicar el resultado obtenido.

El perfil lipidico de las muestras expresado en unidades concentracién de
triglicéridos (TG), diglicéridos (DG), monoacilglicéridos (MG) y acidos grasos (FA)
que constituyen las papillas PLC, PVP y PVH y sus correspondientes ingredientes
se muestran en las Figuras 2y 3.
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FIGURA 2. Perfil lipidico de las papillas.
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FIGURA 3. Perfil lipidico de los ingredientes que constituyen las papillas.

En todas las papillas y alimentos puede observarse una disminucion
progresiva de concentracion de los TG acompafada de un aumento en las
especies de DG, MG y FA previa digestion y tras las fases gastrica e intestinal,
siendo esta relacion mas notable en el caso de la fase intestinal de los lactantes
sanos (I-HC).

Como puede observarse en la Figura 4, la leche y los cereales no presentan
grandes diferencias en sus perfiles lipidicos frente a la papilla de leche y cereales.
Por el contrario, en el caso del pollo y el huevo, se produce una disminucion de
la digestidn de las grasas cuando los alimentos pasan a formar parte de las
papillas. Esta disminucion puede explicarse por el efecto de la interaccion lipido-
carbohidrato (Calvo-Lerma et al., 2018; Heredia et al., 2021). Por lo tanto, una
recomendacion dietética para lactantes sanos o con FQ podria ser la introduccién
de pollo y huevo como alimentos individuales y no como parte de una papilla mas
compleja, de manera que la digestidon de las grasas se maximice (Figura 4).
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PVH: Papilla de verduras y huevo; PPV: Papilla de verduras y pavo; PVT: Papilla de verduras y ternera; PVM: Papilla de
verduras y merluza; PVQ: Papilla de verduras y quinoa.

FIGURA 4. Perfil lipidico de las papillas y sus ingredientes tras la fase intestinal de
lactantes sanos (HC 1-4) y con FQ (FQ 1-4).

3.1.2. Digestibilidad de las proteinas

El desarrollo lento de las pepsinas, que son secretadas en el jugo pancreatico
del lactante (semana 14), solo permite alcanzar entorno al 18% de la de la
actividad adulta cuatro semanas después del nacimiento. Es por esto, que la
digestion de las proteinas obtenida fue baja (Figura 5), y puede explicarse por la
combinacion de la baja produccion de pepsina y un pH gastrico postprandial
elevado (pH 4,5), caracteristico de esta etapa vital (Bourlieu et al., 2014).

Ademas, la composicion, estructura y textura de los alimentos
complementarios es diversa: la disposicidon espacial de los hidratos de carbono,
lipidos y proteinas varia considerablemente de una papilla de cereales a una de
carne (Ahmed & Ramaswamy, 2006, 2007) e influye en la velocidad y el alcance
de la digestion de sus proteinas (Gan et al., 2018).

No hubo diferencias estadisticamente significativas entre las condiciones
gastrointestinales de los lactantes sanos y con FQ en ninguno de los casos. Este
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resultado fue el esperado, ya que no hubo diferencias metodoldgicas en cuanto
a la simulacion de la etapa gastrica (misma concentracion de pepsinas).
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HC: Lactante sano; FQ20: Lactante con Fibrosis Quistica; PLC: Papilla de leche y cereales; PVP: Papilla de
verduras y pollo; PVH: Papilla de verduras y huevo.

FIGURA 5. Extension de la protedlisis (mg de tirosina equivalentes/g proteina en el
alimento) de las formulaciones infantiles (A) y sus ingredientes (B) en condiciones de
control sano (90 UL/g grasa) y FQ utilizando una dosis de pancreatina de 2000 UL/g
grasa. Las letras minusculas significan diferencias significativas (p<0,05) entre las
condiciones intestinales y las mayusculas entre las formulaciones infantiles (A) y sus
ingredientes (B).

Las complejas estructuras biologicas de los alimentos infantiles y la fisiologia
del sistema digestivo del lactante son factores clave que afectan a la protedlisis
durante los dos primeros anos de vida (Gan et al., 2018).

Tras su ingestion, las proteinas de los alimentos infantiles sufren protedlisis en
el tracto digestivo infantil antes de ser absorbidas o excretadas. Durante este
proceso, algunas de las proteinas se digieren parcialmente. Estas proteinas y sus
péptidos pueden interactuar con otras moléculas de la dieta y componentes
celulares de los lactantes (Gan et al., 2018).

No hubo diferencias estadisticamente significativas entre las condiciones
gastrointestinales de los lactantes sanos y con FQ en ninguno de los casos, pero
si entre las papillas y sus ingredientes en todos los casos, a excepcion de la
papilla de leche y cereales y la leche (Figura 6).
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FIGURA 6. Extensién de la protedlisis (mg de tirosina equivalentes/g proteina en el
alimento) de las formulaciones infantiles y sus ingredientes en condiciones de control
infantil (90 UL/g grasa) (A) y en condiciones de FQ (2000 UL/g grasa) (B). Las letras
minusculas significan diferencias significativas (p<0,05) entre los ingredientes y las
mayusculas entre alimentos por separado y constituyendo las papillas.

Esto podria explicarse porque las interacciones proteina-lipido pueden
cambiar la accesibilidad de los sitios de escision a las enzimas digestivas y
modificar la flexibilidad local de los sustratos (Bourlieu et al., 2014).

3.2.Efecto de la dosis de suplemento enzimatico sobre la digestibilidad de
macronutrientes

A pesar de la hipétesis inicial de que la dosis de suplemento enzimatico
determinaria la digestibilidad de las grasas (segun estudios previos (Calvo-Lerma
et al., 2020)), los resultados mostraron que la dosis no tuvo efecto significativo,
en ninguna de las formulaciones ensayadas.

Estos resultados son de gran relevancia, ya que sugieren que en el contexto
de la digestion intestinal de nifos con FQ de 6 meses a 2 ainos y en papillas, la
estructura y composicion de los alimentos es la que determina el grado de
lipdlisis, y no la relacion de enzimas que se administre para su digestion.

3.4. Impacto de la alimentacion complementaria en la microbiota colénica

Antosca et al., (2019) observaron que los lactantes con FQ mostraron un
microbioma intestinal distinto al de los lactantes sanos a partir de las 6 semanas
de vida, y la diversidad de las comunidades microbianas siguio siendo distinta
alcanzado el aino de vida.

Del mismo modo, Kristensen et al., (2020) observaron en su estudio de
cohortes claras diferencias en la diversidad composicion, estabilidad y desarrollo
de la comunidad microbiana intestinal entre lactantes sanos y lactantes con FQ a
partir de los primeros meses de vida.

La introduccion de alimentos sélidos es un factor que influye en el desarrollo
del microbioma intestinal durante la infancia y puede iniciar un cambio hacia una
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microbiota similar a la de los adultos impulsada por el cambio de las proporciones
de grasas, proteinas, carbohidratos y fibra de la dieta (Homann et al., 2021).

En cuanto a los taxones individuales, el mas abundante en las heces del
donante fue Bifidobacterium (50%), seguido de Veillonella (21%) y Escherichia-
Shigella (13%). El in6culo presentd una composicion similar: un 55% de bacterias
del género Bifidobacterium, un 33% del género Veillonella y un 5% del género
Escherichia-Shigella. Sin embargo, en la microbiota basal (control) se observaron
grandes diferencias: Bifidobacterium disminuyd de un 50% a un 14% vy Veillonella
y Escherichia-Shigella aumentaron de un 21% a un 29% y de un 13% a un 40%,
respectivamente.

Los géneros bacterianos mas abundantes se muestran en la Figura 8, en la
que puede observarse como, en casi todos los casos, la adiciéon de un alimento
ha supuesto el aumento del género Veillonella, de la misma forma que en casi
todos los casos, ha provocado una disminucién del resto de géneros, sobre todo
en el caso de Bifidobacterium y Escherichia-Shigella.
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PVQ PVQ
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PP\ PP\.
PV PViL
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HUEVO HUEVO.
POLLO POLLO
PLC PLG
PVH PVH
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HC: Lactante sano; FQ: Lactante con Fibrosis Quistica; PLC: Papilla de leche y cereales; PVP: Papilla de
verduras y pollo; PVH: Papilla de verduras y huevo; PPV: Papilla de verduras y pavo; PVT: Papilla de verduras
y ternera; PVM: Papilla de verduras y merluza; PVQ: Papilla de verduras y quinoa.

FIGURA 8. Abundancia relativa de los géneros bacterianos de la microbiota intestinal del
lactante sano (HC) y en condiciones de Fibrosis Quistica (FQ).
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A pesar de que la fermentacion colonica se ha simulado en un entorno muy
simplificado, los resultados obtenidos muestran que cuando la alimentacién
complementaria empieza a formar parte de la alimentacion de los lactantes, tanto
en el caso de los lactantes sanos como con FQ, el género Bifidobacterium,
disminuye.

Este género es el mayoritario en nifios con lactancia materna exclusiva, como
fue el caso del donante de las heces, por lo que los resultados obtenidos de la
microbiota basal coinciden con los encontrados en la literatura (Parkar et al.,
2021; Riviere et al., 2016).

Esto se debe a que el principal sustrato de estas bacterias son los HMO de la
leche materna, fracciones de carbohidratos que, al no digerirse, actuan como una
fibra, llegan al colon y pueden contribuir al desarrollo de la microbiota intestinal.
Por lo tanto, la introduccidén de alimentos solidos tras la lactancia promueve
cambios especificos en el metabolismo bacteriano e influye en el ritmo de
maduracion del microbioma intestinal en general (Homann et al., 2021).

En el caso del huevo y el pollo, tanto en la microbiota del lactante sano como
en la del lactante con FQ, se observan menos cambios con respecto a la
microbiota basal, debido a que son alimentos que no contienen carbohidratos.
Esto subraya la importancia de una dieta sana, rica en fibra y diversa a lo largo
de la vida, que ha sido asociada con una mayor diversidad y estabilidad del
microbioma a lo largo del periodo introductorio (Homann et al., 2021).

El crecimiento de Veillonella puede explicarse porque es una de las bacterias
caracteristicas de la FQ (Kristensen et al.,, 2020), y al encontrarse en una
abundancia relativa superior a otras, se ha visto beneficiada para utilizar como
sustrato los alimentos a los que ha sido expuesta durante la fermentacion
colénica. También puede especularse que se ha producido un mayor crecimiento
de Veillonella cuando mayor era el contenido de fibra en el medio.

4. CONCLUSIONES

El propodsito final de este estudio fue tener la capacidad de guiar las
recomendaciones para la alimentaciéon complementaria en lactantes con FQ. Los
resultados evidencian que en lugar de buscar proporcionar una dosis 6ptima que
se ajuste a cada alimento, las recomendaciones deberian orientarse hacia qué
alimentos consumir y como combinarlos, puesto que hemos podido observar que
la dosis de suplemento enzimatico no es un factor relevante para la digestibilidad.

Para optimizar la alimentacion de los nifios con FQ en alimentacion
complementaria, las recomendaciones dietéticas que se proponen en base a
nuestros resultados son el consumo de la leche y los cereales de forma individual,
debido al efecto de interaccién negativa que se presenta cuando forman parte de
una papilla (PLC). Sin embargo, se recomienda el consumo de pollo y huevo con

17



patata y verduras en base a la interaccion positiva identificada. En cuanto a las
papillas, se recomienda el consumo de PVQ, PPV, PVT y PVH.

Por otro lado, el estudio ha mostrado que cuando se introduce la alimentacion
complementaria, ocurre un cambio en la microbiota basal del lactante. En nuestro
caso de estudio, tanto si el alimento esta bien digerido (en condiciones de
lactante sano), como si el alimento no lo esta (condiciones de IPE-FQ), se
favorece la pérdida de las bifidobacterias, que son las bacterias caracteristicas
de los lactantes y cuyo sustrato son principalmente los oligosacaridos de la leche
materna (HMOs). En el caso de la FQ, lo que se ha observado la promocién del
crecimiento de otros géneros, sobre todo Veillonella, que es uno de los que se
encuentran de manera mayoritaria en la microbiota basal. Por lo tanto, la
introduccion de alimentos sdlidos influye en el microbioma intestinal de los
lactantes en desarrollo, pero al parecer, las elecciones nutricionales parecen no
determinar en gran medida la direccién en la que se producen dichos cambios.

En conclusion, los resultados del presente trabajo arrojan luz sobre los
cambios que se producen en la microbiota del lactante con FQ al introducir los
alimentos de la etapa de alimentacion complementaria, e identifican que las
recomendaciones dietéticas deben centrarse en qué alimentos se deberian
consumir mas que en la dosis de suplemento enzimatico a administrar.
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