DE VALENCIA

S
» UNIVERSITAT - '
1) POLITECNICA ) ‘

SIMULACION IN VITRO DE LA DIGESTION DE GRASAS
LACTEAS EN PACIENTES SOMETIDOS A TERAPIA DE
SUSTITUCION ENZIMATICA: INFLUENCIA DE DISTINTOS
FACTORES FISIOLOGICOS.
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RESUMEN

Los pacientes de Fibrosis Quistica sufren insuficiencia pancreética
cronica provocando una maldigestion de los alimentos y, por consiguiente la
malabsorcidén de nutrientes, particularmente aquellos de naturaleza lipidica y
vitaminas liposolubles. Actualmente, el tratamiento de estos pacientes se
lleva a cabo mediante terapias de sustitucion enzimatica, aunque los
resultados clinicos sugieren que las pautas de administracion de los
suplementos enziméticos son poco adecuadas, debido a varios factores que
afectan directamente a la efectividad de la terapia, como por ejemplo la
composicién y estructura de la matriz alimentaria. La disfuncionalidad
digestiva de estos pacientes se ve principalmente afectada por alteraciones
en las secreciones pancreaticas, el pH intestinal y la composicion del fluido
biliar, por lo que en el presente trabajo se ha disefiado y puesto a punto un
método de digestidn in vitro que simula las condiciones gastrointestinales en
los pacientes de Fibrosis Quistica. EI método propuesto se ha validado
mediante ensayos de digestibilidad lipidica de matrices lacteas para
determinar la influencia de la matriz, y adicionalmente se ha evaluado la
influencia de la relacion Enzima:Sustrato en la extension de la digestibilidad
de la leche.

Los resultados obtenidos revelan la influencia de la composicion del
fluido biliar en la digestion de la grasa. La extensién de la lipdlisis obtenida
con la formula biliar simulada para mimetizar la bilis de los pacientes de
fibrosis quistica resultaron similares a los obtenidos con la bilis humana
simulada y superiores a los obtenidos con bilis porcina. Por otro lado, no se
detectaron diferencias entre los distintos productos lacteos analizados por lo
que la cantidad de suplemento enzimatico adecuada resulta mas
dependiente de la cantidad y tipo de grasa que de la matriz, al menos en
productos lacteos.

PALABRAS CLAVE: Lipdlisis, digestion in vitro, sustitucion enzimatica,
fibrosis quistica, insuficiencia pancreatica, acidos grasos libres.

ABSTRACT
Cystic fibrosis patients have chronic pancreatic insufficiency causing

maldigestion of food and therefore malabsorption of nutrients, particularly
those of lipid nature and liposoluble vitamins. Currently, treatment of these
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patients is performed using enzyme replacement therapy, although clinical
results suggest that dosing schedules of enzyme supplements are unsuitable
due to several factors that directly affect the effectiveness of therapy, such as
for example the composition and structure of the food matrix. Digestive
dysfunction in these patients is mainly affected by changes in pancreatic
secretions, intestinal pH, and the composition of the bile fluid. In this paper it
has designed and perfected an in vitro digestion method which simulates
gastrointestinal conditions in Cystic Fibrosis Patients. The proposed method
has been validated by lipid digestibility assays in dairy matrices to determine
the influence of the matrix, additionally we evaluated the influence of the
enzyme:substrate ratio in extending milk digestibility.

Results obtained reveal the influence of the biliary fluid composition on the
extension of lipolysis. With the simulated biliary formula, used for mimicking
the composition in Cystic Fibrosis patients, the extension of lipolysis obtained
was similar to those obtained with the simulated human bile and higher than
the results obtained with the porcine bile. On the other hand, no differences
were detected among the analysed dairy products and so, the adequate
amount of enzymatic supplement results more dependent on the amount and
type of fat than on the food matrix, this being true at list in dairy products.

KEY WORDS:
Lipolysis, in vitro digestion, enzyme replacement, cystic fibrosis, pancreatic
insufficiency, free fatty acids.

RESUM

Els pacients de Fibrosi Quistica pateixen insuficiéncia pancreatica
cronica provocant una maldigestio dels aliments i, per consegient la
malabsorcié de nutrients, particularment aquells de naturalesa lipidica i
vitamines liposolubles. Actualment, el tractament d'aguests pacients es du a
terme per mitja de terapies de substitucidé enzimatica, encara que els
resultats clinics suggereixen que les pautes d'administracié dels suplements
enzimatics s6n poc adequades, a causa de diversos factors que afecten
directament l'efectivitat de la terapia, com per exemple la composici6 i
estructura de la matriu alimentaria. La disfuncionalitat digestiva
d'aquests pacients es veu principalment afectada per alteracions en les
secrecions pancreatiques, el pH intestinal i la composicio del fluid biliar, per
la qual cosa en el present treball s'ha dissenyat i posat a punt un metode de
digestio in vitro que simula les condicions gastrointestinals en els pacients de
Fibrosi Quistica. EI métode proposat s'ha validat per mitja d'assajos de
digestibilitat lipidica de matrius lacties per a determinar la influencia de la
matriu, i addicionalment s'ha avaluat la influencia de la relacid
enzim:substrat en I'extensio de la digestibilitat de la llet.

Els resultats obtinguts revelen la influencia de la composicié del fluid biliar en
I'extensio de la lipolisi. Amb la formula biliar simulada per a mimetitzar la bilis
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dels pacients amb Fibrosi Quistica, es va obtindré una extensio de la lipolisi
similar als resultats obtinguts amb la bilis humana simulada, i superiors als
obtinguts amb bilis porcina. D’altra banda, no es van detectar diferéncies
entre els distints productes lactis analitzats aixi que la quantitat de suplement
enzimatic adequada resulta més depenent de la quantitat i tipus de greix que
de la matriu, al menys en productes lactis.

PARAULES CLAU: Lipolisi, digestio in vitro, substitucid enzimatica, fibrosi
quistica, insuficiencia pancreatica, acids grassos lliures.
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1. INTRODUCCION

La fibrosis quistica (FQ) es una enfermedad genética autosdmica
recesiva que presenta mutaciones en el gen que codifica la proteina
reguladora de la conductancia transmembrana (CFTR). Las manifestaciones
fisiopatologicas afectan principalmente a los pulmones, aunque también se
originan otras alteraciones negativas en la funcionalidad fisiologica de
pancreas e higado, asi como la aparicién de procesos de inflamacion en el
epitelio intestinal. La alteracion del CFTR causa una disminucion en la
secrecion de CI, agua y HCO™ con la consiguiente deshidratacién de las
secreciones pancreatica y biliar causando la dilatacion y la obstruccion de
los conductos pancreatico y biliar (Li Li et al. 2014).

La alteracion de las secreciones pancreatica y biliar causa una
digestion deficiente de los alimentos y, por consiguiente la malabsorcion de
nutrientes, particularmente aquellos de naturaleza lipidica y vitaminas
liposolubles (Bruno et al.,, 1995). Actualmente, el tratamiento de la
enfermedad se lleva a cabo mediante terapias de sustitucion enzimatica
(TSE), si bien, las mejoras que se producen de la digestibilidad lipidica de
los alimentos son insuficientes no solo debido a que cada individuo puede
presentar mutaciones particulares del gen CFTR, sino también por la
diferente digestibilidad lipidica de los alimentos en funcion de su naturaleza
matricial. Asi, en los pacientes adscritos a las TSE siguen presentes las
deficiencias en la digestion de alimentos y absorcién de nutrientes que no
s6lo conducen al empeoramiento del estado nutricional y de la funcion
pulmonar, sino que también provocan manifestaciones marginales
ocasionando dolor abdominal y esteatorrea y en general empeoramiento de
morbididad y la calidad de vida del paciente de FQ.

La TSE consiste en la administracion de suplementos enzimaticos
(Kreon®) formulados como microencapsulados gastrorresistentes que
aportan pancreatina porcina con actividad lipasa, amilasa y proteasa.
Actualmente las asociaciones de enfermos de FQ y entidades clinicas han
consensuado la dosificacién de Kreon® en base al contenido graso en la
dieta y el peso (kg) corporal llegando a establecerse una dosis maxima de
hasta 4000 U/g grasa ingerida (Feiker et al., 2011). Estas pautas de
dosificacion parecen insuficientes para la eficiencia del tratamiento puesto
gue factores individuales como el tiempo de vaciado gastrico, condiciones de
acidez, transito intestinal etc., asi como caracteristicas inherentes a los
alimentos como la matriz alimentaria y el tipo de grasa, influyen finalmente
en la digestibilidad de las grasas (Borowith et al., 2013; Rovner et al., 2013).

El andlisis de sistemas y de procesos alimentarios puede utilizarse
como herramienta potencialmente muy util para la mejora significativa de la
TSE. La caracterizacion de matrices alimentarias no solo en términos de
composicion sino también de su microestructura y funcionalidad, asi como el
estudio de las interacciones y la modelizacién y parametrizacion de los
cambios que sufren los alimentos durante el proceso digestivo pueden
utilizarse para el estudio de la digestibilidad lipidica de los alimentos en
condiciones fisioldgicas tipicas de la FQ. Debido a las particularidades
fisiologicas de cada individuo, los resultados obtenidos con estas
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herramientas deben entenderse Unicamente como una etapa previa a los
estudios in vivo que permitiran valorar de modo absoluto e individualizado la
digestibilidad lipidica en los alimentos. Actualmente se dispone de métodos
in vitro que permiten el estudio de los factores implicados en la digestibilidad
sin las claras restricciones éticas de los estudios in vivo y en condiciones
muy controladas y estandarizadas (Hu et al., 2010; Li et al., 2011; Minekus et
al., 2014). En este contexto, los sistemas de valoracion automatica para
monitorizar la liberacion de acidos grasos durante la lipdlisis se han
mostrado como una metodologia rapida y precisa para monitorizar la lipolisis
desde los alimentos, aunque se han puesto de manifiesto discrepancias de
esta metodologia con respecto a técnicas mas especificas y complejas como
la cromatografia de gases en funcion, por ejemplo, del surfactante presente
en el medio. La mayoria de los trabajos que han utilizado esta técnica se han
llevado a cabo con disoluciones y/o emulsiones modelo (Sassenne et al.,
2014) y son escasos los estudios de digestién sobre alimentos complejos o
matrices alimentarias completas (Bourlieu et al., 2015).

El objetivo del presente trabajo es desarrollar un método de digestion
in vitro que simule las condiciones gastrointestinales en los pacientes de FQ
que permita abordar el estudio de la influencia del pH intestinal y de la
composicién del fluido biliar en la digestibilidad de las grasas procedentes de
matrices lacteas, todo ello orientado a establecer la dosis de suplemento
necesaria para la adecuada digestion de los correspondientes sustratos.

2. MATERIALES Y METODOS

En los estudios llevados a cabo se han utilizado distintas matrices
lacteas, leches y yogures, obtenidas de los comercios locales (Valencia,
Espafia). Las matrices corresponden a una leche evaporada (A), leche
entera (B), Yogurt azucarado (A), y Yogurt natural (B). En la tabla 1 se
muestran la composicion nutricional segun se indica en el etiquetado del
producto.

Tabla 1. Informacién Nutricional en 100 ml obtenida del etiquetado de los
productos lacteos empleados en el estudio.

Energia Grasa Proteinas Carbohidratos Calcio
Muestras (saturadas)

(keal) Q) (9) (@) (mg)
Leche-A 116 6,0 (3,5) 6,3 9,3 229
Leche-B 64 3,6 (2,5) 3,0 4,8 115
Yogurt-A 81 19(1,2) 3,0 12,3 120
Yogurt-B 58 2,9 (1,8) 3,2 4,0 120

El suplemento enzimatico empleado para la sustitucion de la
pancreatina humana fue el Kreon 10000 de Abbott Laboratories, S.A®.
Cada céapsula contiene 150 mg de pancreatina porcina en forma de
minimicroesferas gastrorresistentes, equivalentes a: 8.000 U. Ph. Eur. de
Amilasa, 10.000 U. Ph. Eur. de Lipasa, 600 U. Ph. Eur. de Proteasa.
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2.1 Simulacion in vitro de la Digestion

El método in vitro utilizado para estudiar la digestibilidad de las grasas
lacteas esta basado en un protocolo consensuado internacionalmente de
simulacion del proceso gastrointestinal en tres etapas: oral, gastrica e
intestinal (Minekus et al.,, 2014). Sobre este protocolo se han realizado
modificaciones del valor de pH en la etapa intestinal adaptandolo a los
valores registrados en estudios in vivo en pacientes de FQ (Youngberg et
al., 1987); asimismo se ha modificado la composicién y concentracion del
fluido biliar al objeto de acercar la simulacién in vitro a las condiciones
fisiologicas de este tipo de pacientes (Aseeri A, et al., 2012). La composicién
y concentracion de los fluidos preparados para la simulacion de cada una de
las etapas del proceso de digestion se indican en la Tabla 2.

Tabla 2. Composicién de los fluidos simulados de digestion. El volumen
esta calculado para un volumen final de 500ml para cada liquido simulado:
salival (FSS), géastrico (FGS) e intestinal (FIS).

Fluidos simulados

Constituyente® Salival (FSS) Géstrico (FGS) Intestinal (FIS)
mmol L * mmol L * mmol L *

KCI 15,1 6,9 6,8

KH2PO4 3,7 0,9 0,8

NaHCO; 13,6 25 85

NacCl - 47,2 38,4

MgCl (H20)s 0,15 0,1 0,33

(NH4)CO3 0,06 0,5 -

HCI 11 15,6 8,4

CaC|2(H20)2 1,5 0,15 0,6

'Para llevar a cabo los estudios de digestibilidad, salvo que se especifique otra
indicacion, todos los reactivos se obtuvieron de SigmaAldrich.

Para la simulacion del proceso digestivo se utilizd el equipo 902 STAT
Titrino (Methrom), que incluye software de titulacion (TiamoTM light), un
agitador magnético (801 Stirrer) y un vaso analizador conectado a un bafio
termostatado. Este equipo permite automatizar la valoracion de reacciones
acido-base. Al vaso de reaccion se le acopla en su parte superior un
dosificador automatico con el valorante (acido o base) y un electrodo de
vidrio que sirve para registrar el pH y la temperatura. El programa de analisis
del equipo permite establecer distintos métodos desarrollados a través de un
diagrama de flujo, que ilustra cada una de las etapas y cuyos parametros se
ajustan individualmente. Las funciones utilizadas para simular el proceso son
medida de pH (“measure pH”), ajuste de pH (“set pH”) y valoracién a pH
constante (“pH-stat”). Durante el desarrollo de la fase intestinal, bajo
condiciones de pH constante, el software del equipo permite el registro de la
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curva de consumo de valorante, lo que en el caso de la etapa de digestion
intestinal puede relacionarse directamente con la liberacion de acidos grasos
libres procedentes de la lipdlisis de la grasa.

Alicuotas (20g) de las distintas muestras se mezclaron con 18 ml de
FSS al que se adicionaron 2 ml de una disolucion de a-amilasa (EC 3.2.1.1,
75 U/ml) preparada en FSS. La mezcla se incub6 a 37°C durante 2 minutos
(Figura 1). Posteriormente, se prosiguid con la simulacion de la etapa
gastrica mediante adicion de 35 ml de FGS, 5 ml de una disolucién de
pepsina (EC 3.4.23.1) (2000 U/ml) preparada en FGS, y la cantidad de
Kreon® segun el disefio experimental en cada caso. El pH de la mezcla se
ajustdé a un valor de 3 (con HCI 2N) y la funcion “stat-pH” se utilizd para
mantener estable el valor de pH a lo largo de la incubacion (37°C) de la
etapa gastrica que duré 30 minutos. El tiempo de incubacién de la etapa
gastrica, se estableci6 en base a estudios fisiolégicos en los que se
establece que la duracion de esta etapa depende fundamentalmente del
tamafio de particula del alimento (Armand et al., 2004).

Liquido:
— Mezcla 1:1 con F55 y luego se
(1] continua a la fase gastrica
_2 Solido: \-’j’_f;:-vi Mezcla 1:1 con FIS
— Homogenizacion del alimentoy L | Secrecion Pancredtica: No fluide
o |
(1] luego se mezcla 1:1 con F55 |
(¥ s | Fluido Biliar: 0.7 mM %

10
25

Incubando 2 min/ 37 °C

{

|eunsajuj

O Mezcla 1:1 con FGS

-! Kreon® + pepsina (2000 U/mlL) Incubacién 120 min / 37 °C
- - H—

frar pH=:.0
) Incubacién 30 min / 37 °C

‘MO

FIGURA 1. Esquema representativo de las distintas etapas de la simulacién
in vitro del proceso de digestion .

Una vez transcurrido el tiempo correspondiente a la etapa gastrica, al
digerido resultante se adicionaron 70 ml de FIS, junto con 10 ml de una
disolucién de acidos biliares preparada en FIS conforme a la composicion y
concentracion que se indican en la Tabla 3. La mezcla resultante se ajusto
(con HCI 2N) al valor promedio de pH intestinal en pacientes FQ
(pH=6).Para simular el progreso gradual de pH en la fase intestinal,
observada a nivel fisiologico en pacientes de FQ (Gelfond et al., 2013), la
elevacion de pH se llevo a cabo en 3 etapas, 7,5 minutos a pH 5 seguidos de
7,5 min a pH 5,5y 105 minutos a pH 6. EIl tiempo de duracion de la etapa
intestinal, asi como los valores de pH, se establecieron teniendo en cuenta el
tiempo de transito (Youngberg et al., 1987) y los cambios de pH (Gelfond et
al., 2013) indicados en pacientes de FQ.
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2.2 Fluidos biliares

Para el estudio de la influencia de la bilis se trabajo con la matriz
Leche A, la cual fue sometida al proceso de digestiébn antes mencionado,
teniendo como Unica variable en el FIS el uso de distintas composiciones de
sales biliares. Las alteraciones en la composicion del fluido biliar de los
pacientes de FQ se simul6 utilizando distintas disoluciones y mezclas de los
principales &cidos biliares disponibles comercialmente: taurocolato sodico
(TC, T4009), glicocolato sédico (GC, G7132), tauroquenodeoxicolato sédico
(TCDC, T6250) y glicoguenodeoxicolato sédico (GCDC, G0759). En la Tabla
3 se muestra la composicion de las distintas mezclas biliares preparadas en
FIS con una concentracion final de 0,7 mM. A todas ellas se adicion6 2ml
de bilis porcina con objeto de aportar una pequefa cantidad de fosfolipidos y
colesterol sin contribuir significativamente en el contenido de los &cidos
biliares formulados (Makie & Rigby, 2015). Como referencia, y debido a su
extensa utilizacion por la comunidad cientifica en los métodos de digestion in
vitro, se ensay0 también bilis porcina a dos concentraciones distintas (0,7 y
10 mM) (CAS: 8008-63-7). Asimismo, se simuld la bilis humana formulada a
partir de bilis bovina y TCDC a una concentracion 10 mM con el fin de
simular el nivel de digestibilidad que obtendrian individuos sanos.

TABLA 3. Composicion del fluido biliar simulado utilizado en los
estudios de digestibilidad.

Acidos biliares

Mezclas Concentracion Bilis
Biliares TC(mg) T(gz)c GC(mg) GCDC(mg) Bovina
(mg)
1 0,7 mM 25 -- - -- -
2 0,7 mM -- -- 25 -- -
3 0,7 mM 35,7 429 89,3 178,5 -
4 10 mM - - - 13,2 4.4

2.3 Extension de la Digestidon de la grasa (ED %)

A partir de los volumenes utilizados en la valoracién éacido-base
durante la etapa intestinal se calculo el contenido de acidos grasos libres
(AGL) al final de la etapa (120 minutos) y se determind la extension de la
digestion (ED) de acuerdo a la siguiente expresion (1) (Bourlieu et al., 2015).

(1)

Donde AGL= representa la concentracién de acidos grasos libres (mmol);
MMeg= es la masa molar promedio de los productos de la lipolisis (771 g
mol™) obtenida por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas a partir del analisis de acidos grasos libres presentes en el digerido;
CG= concentracién de grasa (g mL™ ) en el volumen de reaccién; V=
volumen de fluidos simulados en el vaso de reaccion; [TAG]= contenido
promedio de triglicéridos en la leche (98,5%).

(AGL)(MMeq)

0, _ e~
HED = CGx Vx [TAG)x 3
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2.4 Ensayo de liberacion del suplemento enzimatico

Para estudiar la cinética de liberacion del Kreon® y estimar la
actividad lipasa en el medio de liberacion durante la etapa intestinal, se
pesaron cuatro alicuotas de 51 mg de Kreon®, correspondientes a 30 mg de
pancreatina y 2000 U lipasa. El suplemento se someti6 a un proceso de
digestion equivalente al descrito en el apartado anterior, utilizando los
correspondientes fluidos simulados de manera que en la etapa intestinal el
volumen final fue de 60 ml. Dado que el suplemento esta disefiado para
iniciar su liberacion en la etapa intestinal, se tomaron alicuotas (0.2 ml) a 0
minutos (t), 10 minutos (tie), 20 minutos (ty), 30 minutos (tzg), 45
minutos(tss), 60 minutos (teo), 90 minutos (tgo) Y 120 minutos (t120). De cada
alicuota, la mitad se utilizé para el ensayo de actividad enzimética y la otra
mitad para la determinacion de proteina liberada al medio.

2.5 Ensayo de actividad lipasa de la pancreatina (EC3.1.13)

La determinacion de la actividad se llevd a cabo en 14,5 ml de una
mezcla de reaccion (taurocolato 62,5 mg, CaCl, 50 mg, TAME 10 mg
disueltos en 250 ml de NaCl 0,9% p/v) a la que se adiciona 0,5 ml de
tributirina (97%). Todas las disoluciones empleadas se prepararon en el
momento previo al andlisis y se filtraron (Whatman n° 1) antes de su uso, la
actividad de la lipasa pancreatica se calcul6 en unidades internacionales (Ul)
considerando 1U= 1 umol &cido butirico liberado por minuto a 37°C. La
actividad lipasa se determiné a pH 6 (condiciones fisiolégicas en las que
debe actuar el suplemento). El suplemento de sustitucion enzimatica aporta
~39,2 Unidades de actividad lipasa por mg de sélido (equivalente a 66,67
Unidades de actividad lipasa por mg de pancreatina).

2.6 Determinacién de proteina liberada al medio

La cantidad de proteina liberada al medio se determiné por el método
de Bradford (1976), que cuantifica la union del colorante Azul de Coomasie a
una proteina desconocida y se compara con una curva estandar de
diferentes concentraciones de la proteina de albumina de suero de bovino
(BSA).

2.7 Andlisis estadistico

Se utilizé el programa Statgraphics. Las diferencias se establecieron
mediante el test “t” de Student. Mediante analisis de la varianza (one-way) se
compar6 el efecto del peso de muestra en el grado de digestion. En el caso
que las medias resultasen significativas se llevd a cabo un test de Tukey
multiple estableciéndose un nivel de probabilidad del 95%.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Los pacientes con FQ presentan disfuncionalidades organicas que
alteran de modo significativo los parametros fisiologicos en el medio
gastrointestinal y afectan la digestibilidad de los alimentos (Li et al., 2014).
La disfuncionalidad digestiva se ve principalmente afectada por alteraciones
en el pH intestinal y en la composicion del fluido biliar, por lo que la
dosificacion del suplemento enzimatico de pancreatina adecuado a cada
matriz alimentaria debera estimarse teniendo en cuenta también la alteracion
de estos factores.

3.1 Liberacion del suplemento enzimético en condiciones de pH
intestinal que simulan la fisiologia de pacientes FQ

El ajuste gradual del pH llevado a cabo durante la etapa intestinal en
el método de digestion in vitro, simula la lenta transicion del pH gastrico al
pH intestinal observado en pacientes de FQ hasta alcanzar un valor de pH=6
(Youngberg et al.,, 1987). El progreso de la enfermedad conlleva la
obstruccion de los conductos pancreaticos y biliar, lo que provoca en estos
pacientes unas condiciones fisiol6gicas a nivel intestinal que se caracteriza
por un valor de pH=5,5 postprandial después de 15 minutos del alimento en
el intestino y de pH=6 al cabo de 35 minutos (Armand et al., 2004; Gelfond
et al., 2013). El ensayo realizado en este trabajo esta orientado a determinar
la cinética de liberacion del suplemento en condiciones de pH intestinal
simuladas de acuerdo a la fisiologia de pacientes FQ, cuantificando no solo
la proteina liberada al medio sino también la actividad lipasa de la misma.

En la Figura 2 se muestra la cinética de liberacién de proteina al
medio intestinal (A), la evolucion de la actividad Lipasa en el medio intestinal
(B) y la evoluciéon de la actividad lipasa especifica en el medio durante la
etapa intestinal. Se observa (Figura 2A) que en las condiciones de evolucion
gradual del pH en la fase intestinal, la liberacion completa de la proteina del
suplemento se consigue a los 30 minutos coherentemente con las
especificaciones del fabricante. Sin embargo, los resultados de actividad
lipasa en el medio indican que en ningin momento de la digestién se
alcanza el maximo tedrico de actividad lipasa (33,3 Unidades de lipasa/ml).
Estos resultados confirman la inestabilidad de la lipasa pancreética apuntada
por otros autores y que se refleja claramente al representar la evolucion de
la actividad especifica (Figura 2C). Por tanto, en las condiciones simuladas
observamos una liberacion eficiente (30 minutos) seguida de una
degradacion y/o inactivacién parcial de la lipasa pancreatica. La actividad
lipasa especifica (unidades/mg) correspondiente al maximo teérico (66,67 U
Lipasa/mg) Unicamente se alcanza en los primeros minutos tras la liberacion,
descendiendo progresivamente hasta un valor de actividad especifica
residual en torno a 35 U Lipasa /mg.
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Figura 2. (A) Cinética de liberacion de proteina al medio intestinal, (B) la
evolucion de la actividad Lipasa en el medio intestinal, Evolucion de la
actividad especifica (C).

3.2. Efecto de la composicion del fluido biliar en la lipolisis.

La composicion del fluido biliar simulado (mezcla 3 Tabla 3) utilizado
en los estudios de digestibilidad se establecié en base a la composicidon
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descrita en aspirados gastroesofagicos de pacientes de FQ (Aseeri, et al.,
2012). En este estudio se observé una concentracién 3,8 veces mayor de
acidos biliares glicoconjugados que de tauroconjugados, a la vez que
compuestos como el acido glicodeoxicélico presenta concentraciones 2,1
veces superior al acido glicocdlico. Ademas, datos obtenidos con modelos
experimentales (ratones C57BI/6 Cftr 7 ™AM) también avalan las marcadas
diferencias en la concentracion de los is6meros glicolato y glicodeoxicolato
en la patogénesis de la FQ (Bodewes et al., 2012). Ambos estudios
presentan aspectos concordantes que sugieren un importante papel de los
glicoconjugados deoxicolato y quenodeoxicolato en la fibrosis quistica.

En la Figura 3 se muestran los resultados de la extension de la
lipdlisis en la leche A en funcion de la concentracién y composicion del fluido
biliar. EI método armonizado para los procesos de digestion establece una
concentracion de fluido biliar de 10 mM (Minekus et al., 2014). En el
presente trabajo se decidié utilizar una concentracion de 0,7 mM basada en
los bajos contenidos de fluido biliar que presentan los pacientes de FQ en
aspirados gastroesofagicos (Asseri et al. 2014). En cuanto a la composicién
cabe sefialar que son numerosos los estudios cientificos que emplean bilis
porcina en la etapa intestinal de digestidon, si bien, la composicion de la
misma no es de caracteristicas similares a la humana (Makie & Rigby, 2015);
por este motivo se evalla en este trabajo la influencia tanto de la
concentracion como de la composicién del fluido biliar. El andlisis estadistico
de los resultados no reflejan diferencias significativas en la extensién de la
digestion de la grasa (ED%) como consecuencia de la diferencia de
concentracion de la bilis porcina, y éstas a su vez, tampoco se diferencian de
las mezclas preparadas exclusivamente con acidos biliares primarios; si bien
la ED de los ensayos sin bilis fue menor que la obtenida en presencia de
bilis, las diferencias con respecto a estas mezclas no son significativas a
juzgar por los grupos homogéneos que identifica el analisis estadistico. Sin
embargo, la ED obtenida con la bilis humana simulada tanto para individuos
sanos como para pacientes FQ fue mayor que en el resto de mezclas y no
resulto diferente entre ellas. Estos resultados son coherentes con la diferente
composicion de la bilis porcina con un contenido de glicoquenodeoxicolato
13 veces superior al de tauroquenodeoxicolato (Makie & Rigby, 2015), lo que
ejerce una marcada influencia en la capacidad micelar del medio que
finalmente condiciona la lipdlisis. Los derivados tauroconjugados forman
micelas de menor tamafio, de ahi que se consiga una mayor digestibilidad
de las grasas cuando se simula la composicion de la bilis humana, e incluso
cuando se simula la bilis de un paciente FQ.
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FIGURA 3 Efecto de las formulas biliares en la extensién de la digestion
evaluadas en Leche A. Las letras a, b indican los grupos homogéneos
identificados en el analisis estadistico.

3.3 Efecto de la relacion Enzima/ Sustrato en la digestibilidad de la
grasa de leche

La Figura 4 muestra los resultados de extension de la digestion
lipidica de la Leche A utilizando distintas relaciones enzima:sustrato (E/S). El
analisis estadistico no detecta diferencias significativas en la ED de los tres
ratios ensayados; sin embargo, en un trabajo previo en el que se ensayaron
relaciones E/S en un intervalo de 350 a 4200 unidades de lipasa por gramos
de grasa, se observd un incremento de la extension de la lipdlisis conforme
aumenta este ratio (Calvo et al.,, 2014), y los valores obtenidos son
coherentes con los obtenidos en este trabajo con los ratios de 2000 y 4000
UL/g; analizandose conjuntamente los resultados de ambos trabajos podria
deducirse que existe un valor maximo a partir del cual un aumento de la
cantidad de enzima en el medio no mejora la extension de la digestion de la
grasa lactea, e incluso podria ir en detrimento de la reaccion lipolitica debido
a fenbmenos de agregacién. Dado el caracter hidrofébico de la zona de
contacto lipidico cercana al centro activo de las lipasas pancreaticas, no es
descartable su interaccion con otras sustancias de su misma naturaleza
presentes en el medio, incluyendo las zonas hidrofobicas de otras moléculas
de enzima. Estas interacciones pueden conducir a la formacién de
agregados (Snellman et al., 2002) con baja 0 ninguna actividad catalitica,
debido al blogueo de los centros activos por las propias moléculas
enzimaticas. El fendbmeno de agregacion en soluciones acuosas ha sido
demostrado experimentalmente por varios grupos de investigadores
(Flaschel y Renken, 1991; Guisan et al., 1996; Palomo et al., 2003), los que
obtuvieron un rapido descenso de la actividad enzimatica al aumentar la
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concentracion de enzima (Pedersen et al., 2006). Adicionalmente, se
observa que la desviacion estandar de la ED aumenta conforme aumenta la
E/S en la vasija de reaccion, lo que también podria estar relacionado con
este tipo de fenémenos.
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FIGURA 4. Efecto de la relaciébn enzima/sustrato ([E]/[S]) en el grado de
digestibilidad de Leche A. (X= Valores obtenidos por Calvo et al. 2014)

3.4 Comparacién de la digestibilidad de la grasa en distintas matrices
lacteas.

La Figura 5 muestra los resultados de extension de la lipdlisis
obtenidos tras la digestion in vitro de distintas matrices lacteas utilizando el
fluido biliar que simula las condiciones intestinales de un paciente FQ y una
relacion enzima:sustrato de 2000 Unidades de Lipasa por gramo de grasa.
El andlisis estadistico tampoco detecta diferencias entre los distintos
productos lacteos analizados a pesar de las diferencias tanto en
composicién como estructura, por lo que podria intuirse que es la naturaleza
de la grasa en si misma el factor mas influyente en la extension de la
digestiébn. No obstante, este supuesto debera confirmarse mediante mas
digestiones in vitro en los que se ensayen diferentes ratios enzima:sustrato
en los diferentes productos lacteos.
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4. DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES

La composicion del fluido biliar influencia significativamente la
extension de la digestion, por lo que en los métodos de digestion in vitro de
alimentos reales se recomienda utilizar fluidos biliares de composicion
similar a la bilis humana, como por ejemplo bilis de origen bovino (Makie &
Rigby, 2015).

La relacion entre la concentracion de enzima y de sustrato resulta
critica en el grado de digestibilidad de las grasas en el alimento, no solo por
su influencia en la extension de la digestién sino también por los fenbmenos
de agregacién asociados a la presencia de cantidades de enzima en el
medio.

El método de digestion evaluado contempla los principales factores de
relevancia fisiolégica en pacientes de fibrosis quistica para estudiar la
digestibilidad de grasas lacteas, ajustando gradualmente el pH en la etapa
intestinal desde un valor de 5 a 6 y valorando la extensién de la digestibilidad
mediante la técnica de pH-Stat. A pesar de que éste es un meétodo
ampliamente utilizado en estudios de digestibilidad, llama la atencion que los
valores de ED obtenidos no supera en ningun caso el 60%, lo que podria
estar relacionado con el valor de pH al que se ha medido la liberacién de
acidos grasos libres (AGL). Dado que la valoracion de AGL se ha llevado a
cabo paralelamente a la digestion (pH=6) podrian encontrarse en el medio
productos de la lipdlisis con un pK superior, que por no encontrarse
ionizados no pueden ser valorados al pH de la digestién intestinal
(Beisson et al., 2000). Deberia por tanto comprobarse en futuros trabajos la
presencia de AGL no ionizados interrumpiendo la digestion a distintos
tiempos y procediendo a la cuantificacion de estos productos de la lipdlisis
mediante valoracion a pH=9.
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Finalmente y como recomendacion adicional para futuros trabajos, y
en base al incremento de la desviacion estandar observados en la
comparacion de las distintas matrices lacteas, resulta imprescindible
adaptar la concentracion del valorante a la velocidad de la lipdlisis. La
correlacion encontrada entre la raiz cuadrada de las desviaciones estandar
con las Unidades de Lipasa presentes en el medio (Figura 6) ilustran la
necesidad de adaptar la velocidad de neutralizacion de los AGL
seleccionando adecuadamente la molaridad de la base utlizada para
mantener constante el pH en la fase intestinal.
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FIGURA 6. Correlaciéon entre la raiz cuadrada de las desviaciones estandar
con las Unidades de Lipasa en las matrices lacteas.
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