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RESUMEN

Introduccion: Se ha descrito que el calcio inhibe la absorcion aguda de hierro. Sin embargo, no
existen evidencias que muestren el efecto a largo plazo de la suplementacién con calcio sobre la

biodisponibilidad de hierro.
Objetivo: Determinar el efecto de la suplementacion con calcio sobre la biodisponibilidad de hierro.

Metodologia: Estudio experimental, controlado, prospectivo, randomizado y doble ciego.
Participaron 26 mujeres aparentemente sanas (40+5 afios): 13 recibieron 600mg de Ca
elemental/dia como CaCO3 (Grupo-Ca) y 13 recibieron placebo (Grupo-P) durante 47 dias. Se
determind la biodisponibilidad de hierro hemo y no hemo antes y luego de 34 dias de intervencion.
Se utilizaron los trazadores *°Fe y **Fe para medir biodisponibilidad de hierro. La diferencia entre el
grupo con calcio y placebo sobre el delta de la biodisponibilidad de hierro hemo y no hemo se
determind en un modelo de andlisis de covarianza (ANCOVA), teniendo como factor fijo el

tratamiento y la biodisponibilidad basal (inicial) como covariable.

Resultados: Ambos grupos presentaron un estado de nutricion de hierro similar. EI promedio
(EEM) del delta de la biodisponibilidad de hierro hemo fue 2.9% (3.0) para Grupo-P y 9.5% (2.5)
para Grupo-Ca. El promedio (EEM) del delta de la biodisponibilidad de hierro no hemo fue -7.7%
(4.6) para Grupo-P y -8.9% (5.5) para Grupo-Ca. ANCOVA demostré la no diferencia en el delta de
la biodisponibilidad de hierro hemo y no hemo por grupo placebo y calcio luego de ajustar por la

biodisponibilidad basal respectiva.
Conclusién: La suplementacion con calcio no afecté negativamente la biodisponibilidad de hierro.
Trial registration: ISRCTN89888123

Palabras claves: absorcion, biodisponibilidad, hierro, hemo, radiois6topos de hierro, calcio.



ABSTRACT

Background: Although previous studies have observed that calcium inhibits acute iron absorption,
there is no scientific evidence to support long-term effects of calcium supplementation on iron
bioavailability.

Objective: To determine the effect of calcium supplementation on iron bioavailability.

Methods: Prospective, randomized, controlled, double blinded clinical trial. Twenty-six apparently
healthy women participated in the study (40+5 years): 13 received 600 mg of elemental Ca/day as
CaCO3 (Group-Ca) and 13 received placebo (Group-P) during 47 days of follow up. Heme iron and
non-heme iron absorptions were determined before and after 34 days of treatment using *°>Fe and
*Fe radioisotopes. ANCOVA was used to compare delta iron bioavailability between groups

adjusting for basal iron bioavailability as a covariate.

Results: Both groups presented similar iron status. The delta mean (SEM) heme-iron bioavailability
was 2.9% (3.0) for Group-P and 9.5% (2.5) for Group-Ca. The delta mean (SEM) nonherme-iron
bioavailability was -7.7% (4.6) for Group-P and -8.9% (5.5) for Group-Ca. ANCOVA demonstrated
no differences on heme iron and non-heme iron delta bioavailabilities after adjusting for basal

bioavailability.
Conclusion: Calcium supplementation does not seem to affect negatively iron bioavailability
Trial registration: ISRCTN89888123

Keywords: absorption, bioavailability, iron, heme iron radioisotopes, calcium.
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A. HIERRO

El hierro es el cuarto elemento quimico mas abundante de la tierra, su peso molecular es 55.847
gramos por mol (1, 2). Este metal se encuentra cominmente en dos estados quimicos, la forma
ferrosa (Fe2+) y la forma férrica (Fe3+), cualidad que le permite oxidarse o reducirse (es decir, donar
o0 aceptar electrones) (3). Es por ello que el hierro es capaz de participar en reacciones de 6xido

reduccion.

La mayor parte de hierro sistémico (70%) esta presente en los glébulos rojos, formando parte de la
hemoglobina, una proteina compuesta por cuatro subunidades, cada subunidad contiene un grupo

hemo, anillo de protoporfirina fuertemente quelado al hierro (4). (Ver figura 1)

HO,C CO.H

Figura 1. Estructura quimica del grupo hemo

Adaptado de: Landfried DA, Vuletich DA, Pond MP, Lecomte JT. Structural and thermodynamic consequences of b heme binding for

monomeric apoglobins and other apoproteins. Gene. 2007 Aug 15;398(1-2):12-28.
El resto de hierro corporal esta como depdsito (25%) en la ferritina y hemosiderina, en
compartimentos menores (4%) como la mioglobina y la transferrina, y en diversos sistemas

enzimaticos (<1%) que lo contienen o lo utilizan como cofactor (5-10).

El hierro esta involucrado en diversas funciones bioldgicas. Participa en los procesos de transporte
y almacenamiento de oxigeno, fosforilacion oxidativa, metabolismo de neurotransmisores y sintesis
de ADN (11-18). Sin embargo, su exceso puede resultar toxico, produciendo dafio celular por

estrés oxidativo, mediante la generacion de especies reactivas de oxigeno via reaccion de Fenton,

las cuales actian sobre componentes bioldégicos como los lipidos, proteinas y ADN (19-22).
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Por lo tanto, la absorcidn, concentracion y estado redox de hierro deben ser cuidadosamente
regulados por el organismo. Es por ello que, ante una sobrecarga de hierro, el organismo responde
disminuyendo la captacion y la absorcidn de este mineral, evitando asi el exceso y su potencial
efecto toxico (23-25). Este mecanismo de regulacién homeostatico de hierro es controlado a nivel

de la absorcion intestinal en el enterocito (26).

Se estima la pérdida corporal de hierro en alrededor de 14 ug/Kg de peso/dia, dada principalmente
por descamacion de células del tracto gastrointestinal, genitourinario y de las vias respiratorias
(27). En el caso de las mujeres en edad fértil se adicionan pérdidas a través de la menstruacion

(28, 29).

En cuanto al requerimiento nutricional de hierro, esta dado para cubrir las demandas de
crecimiento en menores de 18 afios, pérdidas de hierro basal, y pérdidas menstruales en el caso

de las mujeres en edad fértil (7).

Tabla 1 Ingestas requerida de hierro para crecimiento en menores de 18 afios, mediana de

pérdida basal, pérdidas menstruales y total de requerimiento absoluto

Grupo Edad Peso Reg. ingesta Pérdida Pérdidas menstruales Total requerimiento
corporal para basal absoluto 1
promedio crecimiento mediana mediana percentil 95 mediana percentil 95
(afos) (kg) (mg/dia) (mg/dia) (mg/dia) (mg/dia) (mg/dia) (mg/dia)
Nifios 0.5-1 9 0.55 0.17 0.72 0.93
1-3 13.3 0.27 0.19 0.46 0.58
4-6 19.2 0.23 0.27 0.50 0.63
7-10 28.1 0.32 0.39 0.71 0.89
Masculino 11-14 45 0.55 0.62 1.17 1.46
15-17 64.4 0.60 0.90 1.50 1.88
18+ 75 1.05 1.05 1.37
Femenino 11-14° 461 0.55 0.65 1.20 1.40
11-14  46.1 0.55 0.65 0.48° 1.90° 1.68 3.27
15-17  56.4 0.35 0.79 0.48° 1.90°¢ 1.62 3.10
18+ 62 0.87 0.48° 1.90° 1.46 2.94
Pos 62 0.87 0.87 1.13
menopausia
Nodriza 62 1.15 1.15 1.50

T Total Requerimientos absoluto = requerimiento para crecimiento + pérdida basal + pérdida menstrual (F)
#Basado en parte sobre un reporte conjunto FAO/OMS de 1988 y en nuevos célculos de la distribucién de los
requerimientos de hierro en mujeres menstruantes

®post menopausia

¢ Efecto de la variacion normal en la concentracion de hemoglobina.

Tomado de: FAO/WHO. Report of a joint expert consultation. Chapter 13. Iron. Human Vitamin and Mineral Requirements. Bangkok, Thailand;
2002.
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B. ABSORCION DE HIERRO

En este punto cabe sefialar que la absorcién de hierro involucra diversos aspectos: los factores que
condicionan la absorcién, las circunstancias que pueden alterar esta absorcién, el traspaso del
mineral hacia la circulacién, y los mecanismos de transporte. Desde una mirada mas amplia, el
concepto de biodisponibilidad hace referencia a la digestion, absorcion y utilizacién metabolica del
nutriente (30). La biodisponibilidad de hierro se puede cuantificar como la fracciéon de absorcion, es
decir el valor numérico que relaciona las concentraciones plasmaticas de la administracion

extravascular u oral (31, 32).

La absorcion de hierro depende de factores luminales, como el tipo de hierro (hemo o no hemo), y
presencia de promotores e inhibidores; y/o de factores sistémicos, como el estado nutricional de

hierro, embarazo e inflamacion (ver figura 2).
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Proteina de soya

Figura 2. Modelo causal de la absorcion de hierro

Existen dos formas principales en las que se encuentra el hierro en la dieta, siendo estas las
formas hemo y no hemo (31, 33). Se postula una tercera via de absorcion de hierro como ferritina

(34).

La hemoglobina y mioglobina son la fuente principal de hierro hemo, provenientes de carnes,
visceras y otros alimentos de origen animal. Por otro lado, el hierro no hemo es obtenido, en su

mayoria, de los alimentos vegetales, tales como los cereales, leguminosas, frutas y verduras;
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también es obtenido de alimentos de origen animal, por ejemplo: huevo e higado; y de los

suplementos solubles de hierro (35).

Cerca del 95% de hierro en la dieta es de tipo no hemo. Sin embargo, la absorcion de ambos tipos
de hierro es distinta. En promedio la absorcion de hierro hemo es alrededor del 25% con un rango
entre 10% a 40%, dependiendo del estado nutricional de hierro (es decir, sobrecarga o déficit) (36,
37) y de otros factores como la temperatura de coccién de los alimentos, la digestion gastrica y la
cantidad de hierro hemo (38, 39). En cuanto al hierro no hemo, este se absorbe entre 1% a 15%. Al
igual que el hierro hemo, su absorcién depende de diversos factores, tales como el estado
nutricional de hierro; la forma quimica y la presencia de favorecedores, por ejemplo: &cido

ascorbico, proteinas; y de inhibidores de la absorcion, como las fibras, polifenoles y soya (40).

Los mecanismos de absorcién a nivel intestinal son distintos para ambas formas de hierro (33). La

mayor parte de la absorcion se da en el duodeno y el yeyuno proximal (41, 42).

En cuanto a la absorcion de hierro hemo, se han propuesto dos mecanismos, uno es via
endocitosis a través de receptores de membrana a nivel apical como metaloporfirina. Otra hipotesis
es que el hierro hemo ingresa al enterocito via un transportador especifico, la proteina
transportadora de hierro hemo 1 (heme carrier protein 1 - HCP1) (43-46). Una vez dentro del
enterocito, el grupo hemo es catalizado por la hemo oxigenasa (HO), separando el hierro del anillo
de protoporfirina. Asi, el hierro queda libre para sumarse al pool de hierro en el citosol (25, 46) (ver
figura 3). A nivel basolateral del enterocito, se ha propuesto que el grupo hemo no degradado por
la HO es exportado hacia la circulacién via transportador FLVCR (Feline Leukemia Virus Subgroup

C Cellular Receptor), como precursores de eritroides esenciales para la eritropoyesis (43, 47).

Respecto al hierro no hemo, la dieta aporta el hierro en su forma ferrosa (Fe®") o férrica (Fe**). En
la fase gastrica de la digestion, el &cido clorhidrico y la pepsina reducen parte de hierro de la forma
férrica (Fe3+) a la forma ferrosa (Fez+). En el duodeno, el hierro no reducido en la fase gastrica es
reducido por una proteina de membrana del borde de cepillo con capacidad reductasa, la citocromo

duodenal B (DcytB) (48), y por otros agentes reductores como el acido ascorbico, reduciéndolo a la
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forma ferrosa (Fe®"). Luego el hierro es internalizado a través del transportador de metales

divalentes (DMT1) (49-51). (Ver figura 3)

Al igual que el hierro liberado por la accién de la HO desde el hemo, el hierro ingresado via DMT1
pasa a formar parte del pool de hierro labil citosélico. A este punto, ambos tipos de hierro, el
proveniente del hemo y del no hemo, se hacen indistinguibles y compiten por el transporte hacia la
circulacién (52). Este pool de hierro tiene dos posibles vias: 1) almacenamiento en la ferritina del
enterocito para su utilizacion en procesos metabdlicos, tales como divisién celular en las bases de
los pliegues intestinales (53), este hierro retenido en la ferritina citoplasmatica del enterocito se
pierde con el recambio normal de la célula (54); 2) exportacion hacia la circulacién via transporte
de eflujo basolateral, ferroportina (46, 55). Esta Gltima transporta hierro ferroso (Fe2+) desde el
citosol hacia la circulacion. Luego, el hierro es oxidado por la accién de una proteina de la
membrana basolateral con capacidad oxidasa, la hefestina (56) y captado por la apotransferrina,
una glicoproteina plasmatica con dos sitios de unién para hierro férrico (Fe*"), la cual al unirse al

hierro se convierte en transferrina, y cuya funcion es la de transportar hierro hacia los tejidos (57).

A nivel basolateral, el enterocito expresa receptores para transferrina, permitiendo la entrada de
hierro transportado por esta proteina. A través de este mecanismo la célula puede detectar el
estatus de hierro sistémico, induciendo regulacién negativa de su captacion via DMT1 a nivel apical

(58).
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Figura 3.

Absorcién intestinal de hierro

Como mecanismo clave de regulacion de la absorcién de hierro se ha propuesto la accién de la

hepcidina (hepatic bactericidal protein) (59-64), mediante la inhibicion de la absorcién de hierro

dietario en el enterocito (65). La hepcidina es secretada en el higado en respuesta a sobrecarga de
hierro o inflamacidn (66, 67). En el enterocito actuaria uniéndose a la ferroportina en la membrana
basolateral, generando una sefializacion que induce endocitosis de la ferroportina y su posterior
degradacion lisosomal (68, 69) (ver figura 4), provocando acumulacién de hierro en el enterocito,
inhibiendo la absorcion y el transporte de hierro hacia la circulacion. Por lo tanto, la hepcidina es un

regulador negativo de la absorcién y exportacién de hierro celular (70, 71).
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A. sefalizacién de hepcidina en células, mediante union a receptor de membrana ferroportina, internalizacion
y degradacion lisosomal de ferroportina. B. Expresion de hepcidina en hepatocito.

FPN: ferroportina; TF: transferrina; TFR 1y 2: receptor de transferrina

Adaptado de: Pietrangelo A. Hereditary hemochromatosis: pathogenesis, diagnosis, and treatment. Gastroenterology. 2010 Aug;139(2):393-

408,e1-2.

C. FACTORES QUE INFLUYEN EN LA ABSORCION DE HIERRO

En cuanto a los favorecedores e inhibidores de la absorcion de hierro, es convencionalmente
aceptado que el calcio sea el inico componente dietario implicado en la inhibicién de la absorcién

de hierro hemo y no hemo (72-81).

El hierro no hemo es influenciado por una cantidad de factores que afectan su absorcion (82).Los
factores dietéticos que disminuyen la absorcion de hierro no hemo incluyen a la fibra (83),
especialmente la celulosa y la pectina (84), la soya (85), y compuestos polifendlicos (86-89),
también se sefiala al calcio como un inhibidor. Entre los favorecedores de la absorcion de hierro no
hemo se encuentran el acido ascorbico (90-92) y compuestos derivados de la digestion de las
proteinas de carnes (93). En cambio, el hierro hemo parece ser afectado por el calcio, el cual

podria disminuir su absorcién; las proteinas animales facilitan su absorcion (38, 94-96).
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En la tabla 2 se encuentran resumidos los principales factores que influyen en la absorcién de

hierro dietario (7).

Tabla 2. Factores que influyen en la absorcién de hierro dietario

Absorcién de hierro hemo
e Estado nutricional de hierro
e Cantidad de hierro hemo en la dieta, especialmente proveniente de carnes
e Preparacion de los alimentos (tiempo, temperatura)

Absorcion de hierro no hemo
e Estado nutricional de hierro
e Cantidad de hierro no hemo potencialmente biodisponible
* balance entre factores favorecedores e inhibidores

Favorecedores Inhibidores
e Acido ascérbico (ciertos jugos de frutas, e Fitatos y otros inositol fosfatos
frutas, papas y ciertos vegetales) (productos de panificacién, pan hecho
e Carne, pollo, pescado y otros alimentos con harina de alta extraccion, cereales
marinos para desayuno, avena, arroz

[especialmente no pulido], pastas,
cocoa, nueces, soya Y frijoles)

e Compuestos fendlicos ligadores de
hierro (te, café, cocoa, ciertas especias,
ciertos vegetales y la mayoria de los
vinos tintos)

e Proteina de soya

Adaptado de: FAO/WHO. Report of a joint expert consultation. Chapter 13. Iron. Human Vitamin and Mineral Requirements. Bangkok,
Thailand; 2002.

D. INTERACCION DE HIERRO CON OTROS MINERALES

Existen evidencias de que al ingerir mas de un mineral se provocan interacciones entre ellos en al
menos cuatro puntos: a nivel intraluminal, en la captura e internalizacion del mineral por el lado
apical del enterocito, en el traspaso del nutriente desde el lado basolateral del enterocito hacia la

circulacion y en el transporte por el plasma (97-99).

El hierro inhibe la absorcién intestinal de zinc cuando se encuentra en matrices alimentarias
simples y en proporciones Fe:Zn mayores de 2:1 (100). Este efecto inhibitorio desaparece cuando
ambos compuestos son administrados en matrices complejas y s6lo se hace significativo en

proporciones Fe:Zn de 25:1 (101). Mientras que la evidencia sobre el efecto del zinc en la
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absorcion de hierro es contradictoria. Se ha observado una disminucién de la absorcion de hierro
cuando ambos compuestos han sido consumidos en solucion o en pan (102-105); dicho efecto
desaparece cuando el zinc y el hierro son ingeridos en preparaciones de carnes tipo

hamburguesas, formulas lacteas o leche humana (103, 105).

Recientemente, Olivares y cols. (2007) observaron que el zinc inhibe la absorcién de 0.5 mg de
hierro cuando se encuentra en proporciones de Zn:Fe de 5:1 o mas (106), dicho efecto desaparece
cuando el zinc es ingerido 30 6 60 minutos antes que el hierro (107); y que en dosis farmacoldgicas

(11 mg Zn:10 mg Fe) la inhibicién ocurre a relaciones molares 1:1 (108).

Respecto de la interaccion entre hierro y cobre existen pocos estudios. Estos reportan que el hierro
no afecta la absorcién del cobre (109) y que el cobre pareciera no afectar la biodisponibilidad ni el
estado nutricional de hierro (110, 111). No hay nada sobre efectos relevantes del fluor y el yodo

sobre la absorcion de hierro.

E. CALCIO

El calcio es un cation divalente de peso atdmico 40.08. En abundancia es el quinto elemento
constitutivo del ser humano después del oxigeno, carbono, hidrégeno y nitrégeno. Constituye casi

el 2% del peso corporal total (112, 113).

El calcio es un nutriente esencial debido a sus multiples funciones en el organismo, entre las que
se encuentran la constitucion y mantencién del esqueleto, la neurotransmisién, la contraccion
muscular, la mitosis, la division celular, la fertilizacion y la coagulacion sanguinea (114-117). La
dieta es la principal fuente de este nutriente. En el cuerpo, el calcio se encuentra a nivel

extracelular e intracelularmente.

El calcio generalmente forma un complejo con la calmodulina que participa en numerosas
reacciones enziméaticas. Un adulto tiene alrededor de 1.2 Kg de calcio, distribuido en 99% en el

esqueleto, 0.9% en dientes y tejidos blandos y 0.1% en liquido extracelular.
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F. BALANCE NORMAL DE CALCIO

El balance del calcio es mantenido por el tracto gastrointestinal, el hueso y el rifién (118, 119), y

regulado por la hormona paratiroidea (PTH), la calcitonina y la vitamina D. (Ver figura 5)
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Figura 5. Homeostasis de la vitamina D, Regulacion de Ca

UV-B: radiacion ultravioleta de onda media; DBP: proteina ligadora de vitamina D; PTH: hormona

paratiroidea; P: fosforo; Ca: Calcio; Ds: Vitamina D3: *OHasa: enzima hidroxilasa
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La dieta debe de aportar cerca de 1000 mg calcio al dia, de los cuales 350 mg son absorbidos
(120), pasando a formar parte del pool de calcio en el liquido extracelular, de donde 500 mg son
destinados a la formacién de hueso (121), este Gltimo pierde diariamente cerca de 500 mg de
calcio mediante resorcion 6sea (122). Otros 10000 mg de calcio son filtrados por el rifién, de los
cuales 9900 mg son reabsorbidos en un 60% por el tibulo proximal, un 30% en el asa de Henle y
el resto en el tubulo distal (123). Finalmente, por secrecién fecal endégena se eliminan 250 mg de
calcio, que sumados a los 650 mg no absorbidos por el intestino y los 100 mg perdidos por la orina

completan los 1000 mg que requieren ser ingeridos diariamente (114, 117, 124).

G. ABSORCION DEL CALCIO

El calcio dietario se absorbe en el intestino delgado por dos mecanismos, por transporte activo que

es saturable y por un proceso de difusion pasiva que es insaturable (125-128).

Cuando la cantidad de calcio en la dieta es normal la absorcién intestinal ocurre por la via
transcelular saturable, con tres componentes primarios participando en serie. Estos incluyen a los
canales epiteliales de calcio, TPRV5 y TPRV6 (ex EcaCl y ex CaT1l) que favorecen la
transferencia del calcio del lumen al enterocito (129-132); las cabildinas intracelulares (cabildina de
mamiferos D9k y cabildina aviar D28k), las cuales se unen al calcio con una alta afinidad (133,
134); y las bombas de calcio ATP-activadas en la membrana basolateral (PMCA1b y NCX1), las

cuales transportan el calcio citosélico hacia la circulacién (135). (Ver figura 6)
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Ca’": calcio; Na': sodio; PTH: hormona paratiroidea; TRPV 6 y 5: canales epiteliales de calcio;
BSPRY: proteina inhibidora de canales de calcio TRPV5; PMCA1b y NCX1: bombas de calcio
ATP-activadas en membrana basolateral.

Adaptado de: Schoeber JP, Hoenderop JG, Bindels RJ. Concerted action of associated proteins in the regulation of TRPV5 and TRPV6.
Biochem Soc Trans. 2007 Feb;35(Pt 1):115-9.

Simultaneamente la vitamina D3 (1, 25 dihidroxicolecalciferol) estimula la sintesis de los canales de
calcio epiteliales (136), las bombas de calcio en la membrana basolateral (137, 138) e induce la

formacién de cabildinas (137).

Cuando el contenido de calcio de la dieta es alto entonces se utiliza la segunda via, donde el calcio
es absorbido por difusion. El calcio atraviesa por el espacio transcelular requiriendo que en el
lumen intestinal haya una concentracion de calcio libre de 2-6 mmol/L, vencer la barrera de energia
de +6 mV de potencial eléctrico y la concentracion de calcio transcelular de 1.25 mmol/L (133,

139). (Ver figura 5)
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En cuanto al requerimiento nutricional de calcio, esta dado para cubrir las demandas de
crecimiento en menores de 18 afios; requerimiento durante el embarazo y lactancia materna; y el

requerimiento durante la vejez (112, 117).

Tabla 3. Recomendacién de ingesta de calcio (mg/dia)
Australia 1991 UK 1991 UE 1993° EEUU/Canadal997 IOM
RDI RNI Al RDA®
Embarazadas 1100 700 700 1000-1300 1000/1300°
(3% trimestre)
Nodriza 1200 1250 1200 1000-1300 1000/1300°
Lactante 300 (leche humana) 525 400 210-270 *
500 (leche de vaca)
Nifios 530-800 350-550 400-550 500-800 1000
Adolescentes
Masculino 1000-1200 1000 1000 1300 1300
Femenino 800-1000 800 800 1300 1300
Adultos
Masculino 800 700 700 1000 1000
Femenino 800 700 700 1000 1000
Adultos mayores
masculinos >65a 800 700 700 1200 1000
Mujer 1000 700 700 1200 1200

posmenopausica

# Referencia de ingesta poblacional
® Instituto de Medicina de Estados Unidos (IOM), Referencia de ingesta dietaria (DRIs) para calcio y vit.D
¢ Embarazadas y nodrizas adultas/adolescentes

FAO/WHO. Report of a joint expert consultation. Chapter 11. Clacium. Human Vitamin and Mineral Requirements. Bangkok, Thailand; 2002.
Ross AC, Manson JAE, Abrams SA, Aloia JF, Brannon PM, Clinton SK, y cols. The 2011 report on dietary reference intakes for calcium and
vitamin D from the Institute of Medicine: what clinicians need to know. Journal of Clinical Endocrinology & Metabolism. 96(1):53.

Por otro lado, al igual que en la absorcioén de hierro, existen favorecedores e inhibidores dietarios
de la absorcion del calcio, entre los cuales se encuentran la lactosa, las grasas, la razon

calcio/fésforo, la caseina y la proteina de soya (140).

Tabla 4. Factores nutricionales que afectan la absorcion del calcio
Nutrientes Efecto sobre la absorcion del calcio
Lactosa Incrementa
Caseina Incrementa
Proteina de soya Disminuye
Alta razon Ca/P Incrementa
Triglicéridos de cadena media Incrementa
Acido graso oleina de palma Disminuye

Adaptado de: Bass JK, Chan GM. Calcium nutrition and metabolism during infancy. Nutrition. 2006 Oct;22(10):1057-66.
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H. ROL BIOLOGICO DEL CALCIO

Desde el momento de la fertilizacidn el calcio empieza a jugar su rol biolégico, y todo el transporte
de calcio que se produce en la placenta y glandula mamaria estéa influenciado por el balance de
calcio de la madre (141, 142). Luego del nacimiento el nifilo demanda grandes cantidades de calcio
destinadas al crecimiento 6seo, esta demanda decae significativamente a medida que avanza la

edad.

Por otro lado, factores como el pH, concentracion de calcio extracelular y varias hormonas han
demostrado tener influencia en el movimiento del calcio a través del epitelio renal (143-145). En
general, el transporte de calcio es mediado por una compleja cadena de procesos que son

regulados por factores fisiol6gicos, hormonales y de desarrollo.

I.  INTERACCION HIERRO Y CALCIO

Se han realizado mudltiples estudios sobre el efecto del calcio sobre la absorcién de hierro, todos
muy heterogéneos y contradictorios. Alguno de los cuales han encontrado que el calcio inhibe la

absorcién de hierro hemo y no hemo (72-81).

Monsen y cols. (1976) encontraron disminucion de la absorcion de hierro no hemo sélo cuando el
calcio era administrado en conjunto con fosfato en una matriz alimentaria, mas no encontré efecto

de la administracion de 178 mg de calcio solo sobre la absorcién de hierro no hemo (80).

De igual manera, Dawson-Hughes y cols. (1986) encontraron que la administracién de 500 mg de
calcio como carbonato o hidroxiapatita (que contiene calcio y fosfato) reducen la absorcion de
hierro no hemo cuando es administrado en una matriz alimentaria, promedio * error estandar de la
media (EEM) de 6.3 + 2.0% con placebo a 3.2 £ 1.2% con calcio; y 1.7 + 0.4% con hidroxiapatita, p

<0.05 (74).

Por otro lado, varios estudios han demostrado que la administracion de calcio, desde 300 mg,
disminuye la absorcién de hierro no hemo, cuando es administrado en una matriz alimentaria (72,
73, 75, 76, 78). Ademas, en estudios similares se ha observado que la administracién de calcio

disminuye la absorcién de hierro hemo y no hemo (77, 79); El mismo efecto del calcio sobre la
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absorcion de hierro hemo encontré Roughead y cols. (2005), pero no encontré disminucion de la

absorcién de hierro no hemo (81).

Por su parte, Gleerup y cols. (1993), en un disefio que buscaba determinar la duracién del efecto
de inhibicién de la absorcion de hierro, encontraron que luego de 2 a 4 horas de la administracién
de calcio en una matriz alimentaria en el desayuno, el calcio no inhibié la absorcion de hierro no

hemo (146).

Todos estos estudios comparten el hecho de que el efecto del calcio se observé en una matriz
alimentaria, que se enfocaban en el efecto a corto plazo (agudo), y que no evaluaron el impacto

sobre el estatus de nutricion de hierro.

En un estudio que buscaba determinar cambio en la absorcion de hierro no hemo y en el estado
nutricional de hierro a través de marcadores hematolédgicos y bioquimicos, Minihane y Fairweather-
Tait (1998) encontraron inhibicion aguda del consumo de 400 mg de calcio (CaCO3) en cada
comida (1200 mg/d) sobre la absorcion de hierro no hemo (media + EEM) de 15.8 +2.1% a 4.7 +
1.4%, p<0.05. Sin embargo, no encontraron cambios significativos en marcadores de nutricion de

hierro después de 6 meses de suplementacién con 1200 mg de calcio/d (147).

Asi mismo, algunos estudios no han encontrado efecto de la administracion de calcio sobre la

absorcion y/o el estado nutricional de hierro (147-153).

En dos estudios separados, realizados en nifios, Abrams y cols. (2001) y Ames y cols. (1999) no
encontraron cambio en la absorcién de hierro no hemo luego de la incorporacién de 2300 mg calcio

en una matriz alimentaria (148, 149).

De igual manera, en dos estudios en adultos, Grinder-Pedersen y cols. (2004) y Roughead y cols.
(2002) no encontraron cambio en la absorcién de hierro no hemo y hemo, luego de la incorporacion

de calcio (150, 153).

Por dltimo, hay trabajos contradictorios en donde se ha encontrado efecto del calcio sobre la

absorcion de hierro y luego se contradicen (80, 147, 154).
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En un enfoque distinto, dos estudios separados evaluaron el efecto de la suplementacién con 500
mg de calcio a largo plazo, 6 y 12 meses, sobre marcadores del estado nutricional de hierro, sin

encontrar cambios significativos (155, 156).

Desde una perspectiva celular, recientemente Thompson y cols. (2010) observaron una
disminucion en la expresion del transportador DMT1 en la membrana apical de células Caco-2
tratadas por 4 horas con 2.5 mM de calcio; 30 uM hierro no hemo (citrato de amonio férrico); y
calcio + hierro no hemo (Ver figura 6). Ademas, observaron una disminucion en los niveles de
ferritina plasmaticas a concentraciones de calcio de 1.25 y 2.5 mM. Sin embargo, no encontraron
diferencias en la expresion de ferroportina en la membrana basolateral de dichas células (157).
Estos resultados sugieren que el calcio inhibiria la absorcién de hierro no hemo a nivel de la
captacion, mas no su exportacion basolateral. La reduccién en los niveles de ferritina corrobora
dichos hallazgos, debido a que la ferritina es un marcador de la absorcién de hierro. También
sugieren que el propio hierro estaria ejerciendo un efecto inhibidor luego de 4 horas, permitiendo

regular la absorcién.
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Figura 7. Expresion de DMT1 en membrana apical de células Caco-2

Western Blot muestra el efecto de diferentes tratamientos con 30 uM de citrato de amonio férrico y/o 2.5 mM

de cloruro de calcio sobre los niveles de DMT1 en la fraccion de membrana de células Caco-2.
Adaptado de: Thompson BA, Sharp PA, Elliott R, Fairweather-Tait SJ. Inhibitory effect of calcium on non-heme iron absorption may be related
to translocation of DMT-1 at the apical membrane of enterocytes. J Agric Food Chem. 2010 Jul 28;58(14):8414-7.
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J. JUSTIFICACION

La deficiencia de hierro es un problema a nivel mundial, siendo comun entre las sociedades de
bajos ingresos econdmicos (51, 158). Los efectos que ocasiona su deficiencia son conocidos, en
especial durante los primeros afios de vida, pudiendo afectar el desarrollo y el funcionamiento
cerebral (159). En adultos ocasiona disminucion de la capacidad para trabajar. Los grupos mas
vulnerables son los lactantes, preescolares, adolescentes y mujeres en edad fértil, especialmente

las embarazadas (7).

Chile actualmente esta viviendo una transicion econdmica y epidemioldgica nutricional, en la cual,
al igual que en paises desarrollados, ha aumentado el consumo de macro y microminerales, a
través de suplementos o consumo de alimentos fortificados, pudiendo existir interacciones entre

ellos y pudiendo ocasionar deficiencias nutricionales.

Existen resultados contradictorios en estudios que determinan el efecto del calcio sobre la
absorcién de hierro hemo y no hemo y/o el estado nutricional de hierro. Al revisar la literatura, los
estudios que encontraron efecto del calcio sobre la absorcién de hierro han sido, en su mayoria, a
dosis de calcio por encima de 300 mg y en matrices alimentarias. Sin embargo, este patron no
parece ser replicado en nifios, en donde no se pudo determinar cambio en la absorcién de hierro,

debido probablemente a la diferencia en los requerimientos nutricionales de este grupo.

Ademas, algunos estudios encontraron que el calcio efectivamente disminuye la absorcion de
hierro, mas sin embargo no afecta a largo plazo el estado nutricional de hierro, siendo esto

contradictorio.

La mayoria de los estudios que buscaban determinar el efecto del calcio sobre la absorcion de
hierro lo han hecho a través de experimentos en matrices alimentarias y determinando el efecto a
corto plazo o agudo del calcio, es decir, evaluando la adicion de calcio a alimentos y/o consumo de

suplemento de calcio junto con los alimentos, sobre el efecto inmediato en la absorcion de hierro.

Ninguno de los estudios revisados ha evaluado el efecto de la suplementacién a largo plazo con

calcio sobre la biodisponibilidad de hierro hemo y no hemo a estémago vacio. Unicamente
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Minihane y Fairweather-Tait (1998); Kalkwarf y Harrast (1998); y Mglgaard y cols. (2005) evaluaron
el efecto a largo plazo de la suplementacion con calcio, pero sobre marcadores de estado
nutricional de hierro, los resultados fueron contundentes en los tres estudios, el calcio no afecto los
marcadores de estado nutricional de hierro (147, 155, 156). Sin embargo, estos resultados no
dejan claro el posible efecto inhibitorio de la suplementacion a largo plazo con calcio sobre la

absorcion de hierro.

Por otro lado, existe evidencia en modelo celular (Caco2) del posible mecanismo por el cual el
calcio estaria inhibiendo la absorcion de hierro no hemo. Thompson y cols. (2010) encontraron que
el calcio era capaz de inhibir la translocacion del transportador de metales divalentes (DMT1) hacia

la membrana apical del enterocito, evitando asi la absorcion de hierro (157).

Como estrategia de prevencion y/o tratamiento de la deficiencia de hierro, existe una clara
diferencia entre la fortificacion y la suplementacioén, esta Ultima consiste en la focalizacion de la
intervencién, permitiendo cubrir las necesidades de micronutrientes en grupos de alto riesgo, como

los preescolares y las mujeres.

Este estudio, basado en un disefio en humanos no probado anteriormente, pretende determinar el
efecto de 34 dias de suplementacién con 600 mg/dia de calcio elemental como CaCO3 sobre la
biodisponibilidad de hierro hemo y no hemo. Los resultados contribuirédn a aclarar las controversias
que existen hasta el dia de hoy y que impiden establecer recomendaciones respecto a la

suplementacién con ambos nutrientes.
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HIPOTESISY OBJETIVOS
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Pregunta de investigacion

e ¢ Un periodo de 34 dias de suplementacién con calcio disminuye la biodisponibilidad de

hierro hemo y no hemo?
Hipotesis
1. Un periodo de 34 dias de suplementacion con calcio disminuye la biodisponibilidad de
hierro hemo.

2. Un periodo de 34 dias de suplementacion con calcio disminuye la biodisponibilidad de

hierro no hemo.

Objetivo general

e Determinar el efecto de la suplementacién con calcio sobre la biodisponibilidad de hierro.

Objetivos especificos

1. Determinar el efecto de 34 dias de suplementacién con calcio sobre la biodisponibilidad de
hierro hemo
2. Determinar el efecto de 34 dias de suplementacion con calcio sobre la biodisponibilidad de

hierro no hemo
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MARCO METODOLOGICO
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a. Diseno de estudio

Se trata de un estudio de tipo experimental, controlado, prospectivo, aleatorio y doble ciego.

b. Descripcion de la poblacion
La poblacion objetivo estuvo conformada por mujeres pre menopausicas de 33 a 47 afios de edad,
provenientes del sur-oriente de Santiago de Chile, especificamente de las comunas de Macul,

Pefialolén y La Florida.

Para la seleccidn de la muestra se colocaron anuncios de invitacion en el Centro de Salud Familiar
Dr. Felix de Amesti de la Comuna de Macul, en el Centro de Diagnéstico Nutricional del INTA
(CEDINTA), en la Escuela Municipal E194 Julio Montt Salamanca de la comuna de Macul; asi
como en diferentes puntos de las comunas de Macul, Pefialolén y la Florida. Ademas, se habilito
un espacio virtual, utilizando herramientas desarrolladas para redes sociales, con el fin de
interactuar con las posibles participantes; y una encuesta digital, utilizando herramienta Google

Docs, para recopilar informacion de las participantes.

c. Calculo del tamafio de la muestray técnica de muestreo
Las causas de la variabilidad fisiolégica y variacion dia a dia que presenta la absorcién de hierro,
en un mismo individuo (intra sujeto), no han sido plenamente identificadas, pero presumiblemente
se asocian con cambios en la motilidad gastrointestinal y las secreciones gastrica, pancreatica o

biliar (94).

Sin embargo, es adecuado realizar protocolos de absorcion de hierro, incluyendo grupos de entre
12 y 13 sujetos con un minimo de 8 por protocolo de absorcion (160). Por otro lado, postulamos
encontrar diferencias de 5% de hierro absorbido entre las pruebas y la dosis de hemo solo, el n

calculado para un ANOVA de dos vias fue de 9 voluntarios (error a=0.05 y poder=80%) (161).

Basado en lo anterior, se decidi6 trabajar con 14 sujetos por grupo (experimental y control)
teniendo en cuenta las posibles pérdidas durante el protocolo experimental, ya sea por rechazo a la

ingesta o efectos laterales no deseados después de la ingesta.

El muestreo se realizd por conveniencia.
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d. Criterios de inclusién/exclusién
Fueron incluidas en el estudio mujeres entre 33 y 47 afios. Ademas, se obtuvo el consentimiento

informado firmado previo de las participantes.

Por otro lado, los criterios de exclusidn contemplaron enfermedad aparente, excepto anemia
(Hb<120 g/L); uso rutinario de medicamentos; embarazo e interés por embarazarse; lactancia
materna; uso de suplemento de hierro y/o calcio; mujeres postmenopausicas; participacion en
estudios previos, en especial que incluyeran la administracion de hierro trazado radioactivamente; y

fumar.

A cada participante se le realizé una prueba de embarazo antes del inicio del estudio.

e. Definicion de las variables

Variable independiente

e Suplementacién con calcio: variable cualitativa nominal categérica, expresada como si o

no, participantes recibieron 600 mg/dia de calcio elemental como CaCO3 por 34 dias

Variables dependientes

Outcome principal

e Biodisponibilidad de hierro hemo: variable cuantitativa continua de razén, expresada como
% de absorcion.

e Biodisponibilidad de hierro no hemo: variable cuantitativa continua de razén, expresada
como % de absorcion.

e Delta de biodisponibilidad de hierro hemo: variable cuantitativa continua de razon,
expresada como la diferencia entre la biodisponibilidad final menos la biodisponibilidad
inicial.

¢ Delta de biodisponibilidad de hierro no hemo: variable cuantitativa continua de razén,
expresada como la diferencia entre la biodisponibilidad final menos la biodisponibilidad

inicial.
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Outcome secundario
¢ Razon biodisponibilidad post intervencién/pre intervencién de hierro hemo: variable
cuantitativa continua de razén, expresada como fraccién sin unidad de medida.
¢ Razon biodisponibilidad post intervencién/pre intervencién de hierro no hemo: variable

cuantitativa continua de razon, expresada como fraccion sin unidad de medida.

Variables control

e Consumo diario de calcio: variable cuantitativa continua de razon, expresada en miligramos
de calcio/dia

e Consumo diario de hierro: variable cuantitativa continua de razén, expresada en miligramos
de hierro/dia

e Consumo diario de energia: variable cuantitativa continua de razon, expresada en
kilocalorias/dia

e Consumo diario de proteinas: variable cuantitativa continua de razén, expresada en
gramos/dia

e Consumo diario de lipidos: variable cuantitativa continua de razén, expresada en
gramos/dia

e Consumo diario de carbohidratos: variable cuantitativa continua de razén, expresada en
gramos/dia

e Marcadores de estado nutricional de hierro: variables cuantitativas continuas intervalares,
expresadas en sus respectivas unidades de medida: Hemoglobina; volumen corpuscular
medio eritrocitario (VCM); hierro sérico; capacidad total de fijacion de hierro (TIBC); % de
saturacion de transferrina; protoporfirina libre eritrocitaria; y ferritina sérica.

e Marcadores de estado nutricional: variables cuantitativas continuas intervalares,

expresadas en sus respectivas unidades de medidas. Peso (Kg); talla (cm); e IMC (Kg/mz).
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f. Estudio experimental
El estudio del efecto de la suplementacion con calcio sobre la biodisponibilidad de hierro consigné
la administracion, a estbmago vacio, de 2 preparados de hierro hemo y 2 preparados de hierro no
hemo, marcados con radioisétopos. Adicionalmente, 2 colecciones de sangre por puncién venosa

en cada protocolo.

El estudio incluye la suplementacion supervisada con 600 mg/d de calcio elemental como CaCO3 o
placebo durante 34 dias, administrado los dias de semana y fines de semana. Ademas, las
participantes recibieron suplemento de Ca los siguientes 13 dias posteriores a la realizacion del
estudio de absorcion post-intervencion con el fin de mantener la exposicion al calcio inclusive
durante el periodo de integracién de hierro al glébulo rojo. La suplementacién con calcio fue
supervisada en terreno, para ello el suplemento de calcio estuvo en manos de monitoras de campo
y cada dia se visit6 a las participantes para que, en presencia de ellas, se ingiriera el calcio. Con

ello se aseguré la adherencia al tratamiento.

Se decidio6 realizar la suplementacion con calcio durante 34 dias (1 mes), entendiendo que a la
fecha los estudios de suplementacion a largo plazo con calcio han buscado cambios en
marcadores del estatus de nutricién de hierro, mas no en la biodisponibilidad de hierro. De igual
manera, los estudios realizados sobre la absorcion de hierro, lo han hecho a través de medir el
efecto del calcio a corto plazo en matrices alimentarias 0 mediante la administracion de
suplementos. Esta mirada, de al menos un mes de suplementacion con calcio, nos permitira tener
una idea clara del posible efecto a largo plazo de la suplementacion con calcio sobre la
biodisponibilidad de hierro. Ademas, se decidi6 este periodo de 34 dias entendiendo de que se
estaria exponiendo al enterocito repetidamente a la presencia de calcio, y que se estaria cubriendo

al menos 8 a 9 recambios del epitelio absortivo del intestino.

Por otro lado, se decidié realizar la suplementacion con 600 mg de calcio elemental al dia ya que,
tal y como fue descrito por Hallberg y cols. (1991), la absorcién de hierro se reduce en un 50 a 60%
a dosis entre 300 y 600 mg de calcio (77), ademas de asegurar el 60% de las recomendaciones

actuales de ingesta de calcio en las participantes (112, 117).
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Ademas, se decidi6 trabajar con mujeres en edad fértil de 33 a 47 afios porque es un grupo
vulnerable de desarrollar anemia y/o deficiencia de hierro, como consecuencia de la menstruacion
y/o baja ingesta de hierro, por ende presentaria mayor absorcion de hierro y permitiria un modelo
apto para la evaluacion del efecto del calcio sobre la biodisponibilidad de hierro. Ademas, el
segmento de edad se seleccioné con el supuesto de que este grupo de mujeres ya tuvieron sus
hijos, se han realizado un procedimiento quirdrgico de esterilizacion o estan utilizando algin
método anticonceptivo. Por Gltimo, hay que aclarar que no se descartaron aquellas mujeres de 45
afios 0 menos que se consideraron como perimenopausicas, ya que dicha condicion no afectaria el
estudio de absorcién de hierro, mas bien, la inestabilidad de su ciclo menstrual, en especial la
persistencia de la menstruacion durante un tiempo prolongado, favoreceria el estudio de absorcion

de hierro con el supuesto de una mayor demanda de hierro por deficiencia.

A modo de aclaracién, para el estudio de absorcion de hierro post intervencién las participantes
continuaron recibiendo el suplemento de calcio, para asegurar que el efecto del posible cambio en
la biodisponibilidad se dé mientras las participantes estén recibiendo el suplemento de calcio, por al
menos 30 dias. Para asegurar que el efecto agudo (es decir, a corto plazo) del calcio no afecte el
estudio de absorcién luego de al menos 1 mes de suplementacién, se oriento a las participantes
para ingerir el suplemento de calcio después de 4 horas de realizado el estudio de absorcién,
periodo de tiempo descrito por Gleerup y cols. (1993) en donde sefialan que no se afecta la
absorcién de hierro por efecto del calcio después de 2 a 4 horas de diferencia entre ambos

compuestos (146).

Para la administracion del radiois6topo de hierro no hemo se utilizaron 50 ml de una solucién
acuosa con 3 mg de hierro como sulfato ferroso (FeSO4) marcado con 0.7 uCi del is6topo *FeCI3.
Por otro lado, para la administracion del radiois6topo de hierro hemo se emplearon 4 capsulas con
extracto de glébulos rojos de cordero (CGR) desecados con 3 mg de hierro heminico marcado con
3.0 pCi de *°Fe hemo, también de CGR. El procedimiento de marcacion intrinseca de hierro hemo

se describe mas adelante.
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Las participantes fueron asignadas en forma aleatoria a dos grupos (grupo calcio o grupo placebo).
La fase de intervencion del estudio tuvo una duracion de 62 dias. A continuacion se describen las

actividades que se desarrollaron por dia:

Tabla 5. Cronograma de actividades

Dias Actividades

* Prueba de embarazo
* Extraccion de 10 ml de sangre para determinacién de estado nutricional de hierro

Dia 1 L
* Ingesta de 50 ml de solucion acuosa con 3 mg de Fe como sulfato ferroso
marcado con 0.7 pCi *°Fe
* Ingesta de 4 capsulas que contienen 3 mg de Fe como CGR marcado con 3.0 uCi
Dia 2 **Fe hemo
* Realizacién de cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos resumido
 Evaluacién antropométrica
Dia 14 * Extraccion de 20 ml sangre para medir radioactividad circulante (cpm/ml) de *Fe y
*Fe
Dia 15 * Inici6 periodo de suplementacién supervisada con calcio o placebo
. * Ingesta de 50 ml de solucién acuosa con 3 mg de Fe como sulfato ferroso
Dia 48 . 59
marcado con 0.7 uCi “Fe
. * Ingesta de 4 capsulas que contienen 3 mg de Fe como CGR marcado con 3.0 uCi
Dia 49 55
Fe hemo
Dia 61 * Finaliz6 periodo de suplementacién con calcio o placebo
Dia 62 « Extraccién de 20 ml sangre para medir radioactividad circulante (cpm/ml) de *°Fe y

*Fe
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g. Procedimientos y métodos
Como trazadores de la absorcién de hierro se utilizaron radiois6topos *°Fe y **Fe (NEN, Life
Science Products, Inc., Boston, MA). Las dosis de is6topos administradas estuvieron autorizadas

por la Comisién Chilena de Energia Nuclear.

Las ingestas de dosis de hierro no hemo y hierro hemo marcadas con radioisétopos se realizaron
los dias 1y 2 y los dias 48 y 49. Los dias 14 y 62 se extrajeron 20 ml de sangre en cada

oportunidad.

Con 10 ml de sangre del dia 1 se determinaron los marcadores del estado nutricional de hierro de
las voluntarias: Hemoglobina y VCM (Contador electrénico de células CELL-DYN 1700, ABBOTT
Diagnostics, Abbott Park, IL), Fe sérico, TIBC y % de saturacion de la transferrina (162), y
protoporfirina libre eritrocitaria (Hematofluorimetro ZP-M206D, AVIV Biomedical Inc., Lakewood,

NJ), ferritina sérica por ELISA (163).

El dias 1 se realizé la medicién de las variables antropométricas. Peso y talla fueron medidos con
una balanza electrénica de precision Hispana SECA con estadiémetro incluido y con una
sensibilidad de 0.1 kg y 0.1 cm. Con los datos de peso y talla se obtuvo el indice de masa corporal
(IMC), variable derivada, calculada como peso en kilogramo dividido por la altura en metros
cuadrados (kg/mz). Ademas, las variables antropométricas se obtuvieron con el fin de calcular su
volemia (volumen total de sangre circulante) utilizando la tabla de Tulane (164). Para las
mediciones antropométricas se tomaron tres lecturas y se promediaron los valores; las

participantes vistieron ropa ligera, no utilizaron calzado y mantuvieron la posicion de Frankfurt.

Consejeria nutricional, por un nutricionista investigador, fue impartida para orientar sobre el
consumo de hierro y calcio. Con esto se buscé asegurar una nutricién éptima para ambos
minerales. Ademas, encuesta de frecuencia de consumo de alimentos resumida fue empleada para

cuantificar el consumo diario de macronutrientes, hierro y calcio.

Marcacion de hierro hemo (37): Para obtener hierro hemo marcado intrinsecamente se utilizé un

cordero Suffolk de 6 meses de edad. El cordero se anestesié con inyeccién intramuscular

39



conteniendo Ketamina 10% (0.9 ml) y Xilacina 2% (0.3 ml). Una vez sedado el animal se le inyectd
en la vena carétida 1.0 ml con 10 mCi de >°Fe citrato (NEN, Life Science Products, Inc., Boston,

MA).

El cordero marcado fue desangrado a las tres semanas, luego que el 80% del is6topo se
incorporara a los glébulos rojos. La sangre del cordero fue recibida en recipientes con
anticoagulante de Wintrobe en una proporcién de 1:9 (V/V) Wintrobe: sangre. A partir de la sangre
se obtuvo hemoglobina sin estroma, hemolisando el concentrado de glébulos rojos por la adicion
de agua desionizada. Luego se precipitaron las proteinas del estroma con sulfato de amonio al
20% seguido de ultracentrifugacion a 20000 g por una hora. El sobrenadante se dializé contra agua
sometiéndolo a liofilizacion a temperatura ambiente, en un liofilizador de bandeja (Eyela freezer

dryer FD-1, Tokyo Rikakikai, Co Ltda, Tokio, Japén).

Un segundo cordero fue utilizado para la obtencién de hierro hemo no marcado (hemo frio). El
cordero fue desangrado para obtener sangre sin marca isotépica, la cual se utilizé para las dosis de

hierro tipo hemo.

Estudio de biodisponibilidad de hierro: con 20 ml de sangre de los dia 14 y 62 se midi6 la
radiactividad circulante (cpm/ml) segun la técnica doble isotdpica descrita por Eakins y Brown
(1966) (165). Para el calculo de la radiactividad ingerida se contaron cuadruplicados de los
compuestos marcados con *°Fe y **Fe (NEN, Life Science Products, Inc., Boston, MA). La
biodisponibilidad de hierro se calcul6 a partir de la sangre de las voluntarias, asumiendo que el
80% de hierro absorbido fue destinado a la sintesis de hemoglobina de los eritrocitos circulantes 14

dias después de su ingestion.

La muestra de sangre y las ingestas de los compuestos marcados se efectuaron luego de 8 horas
de ayuno nocturno, es decir, a estbmago vacio evitando asi el sesgo de posibles
promotores/inhibidores de la dieta. Sélo después de 3 horas de administrados los compuestos

estuvo permitida la ingesta de alimentos, a excepcion de agua.
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Para el estudio de absorcion de hierro después de 34 dias de suplementacion con calcio, se
permitioé el consumo del suplemento de calcio sélo luego de 4 horas de administrados los
compuestos marcados, esto con el fin de evitar una posible interaccién aguda calcio — hierro al
momento del estudio, consistente con lo reportado por Gleerup y cols. (1993) en referencia a la

duracion del efecto inhibitorio del calcio sobre la absorcion de hierro en humanos (146).

La técnica doble radioisotépica de Eakins y Brown (1966) contempla el principio de que los
radioisGtopos emiten radiaciones electromagnéticas facilmente cuantificables, caracteristica
importante para su identificacién inequivoca. En el caso de hierro, su incorporacion en la
hemoglobina, en una proporcién del 80%, permite cuantificar la cantidad de radiacién emitida por el
radioisGtopo en este compartimiento especifico. De esta manera, determinando la presencia de
hierro en la hemoglobina y adicionando un 20% no ingresado en la misma, se determiné la

biodisponibilidad del mineral.

Para la determinacidn de la radioactividad circulante, cada una de las muestras, sangre o
compuestos, fueron dirigidas en un medio acido con el fin de que el contenido total de hierro
precipitara. Luego se determind la radioactividad circulante utilizando 2 muestras blanco,
cuadruplicados de los estandares de *°Fe y *°Fe y sextuplicados de las muestras de cada

participante.

Las fases para desarrollar la técnica doble radioisotdpica descrita por Eakins y Brown fueron las

siguientes:

1) Fase de preparacion de estandares, blanco y muestras: para lo cual se utilizaron cuadruplicados
de las soluciones de hierro hemo y no hemo empleadas en los estudios de absorcién, cuatro para
el ®Fe y cuatro para *°Fe; la preparacion del componente de hierro blanco consistié en una
muestra de sangre (5 ml) sin marcar; y las muestras como tal, marcadas, fueron las muestras de

sangre (8 ml) de las participantes obtenidas en cada protocolo.
2) Fase de precipitado: separacion inicial del suero de la fraccion eritrocitos de las muestras.

3) Segunda fase de precipitacion: extraccion de hierro de los eritrocitos por precipitacion.
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4) Fase de conteo: A cada tubo se agregaron 4 ml de Ultrafluor (Complete liquid scintillation
counting solution for aqueous radioactive samples; Nacional Diagnostics, USA) y se agitd en
vortex. Luego, el contenido de los tubos fue trasvasijado a viales de conteo, previamente llenados a
tres cuartos de su capacidad con CAB-O-SIL (Thixotropic gelling powder, scintillation grade;
Nacional Diagnostics, USA). Los tubos fueron lavados posteriormente 2 veces con 4 ml de
Ultrafluor y agitados en vortex para luego ser trasvasijados al vial. Finalmente, cada vial fue agitado
en vortex durante 30 segundos hasta homogenizar el gel y se guardé en cajas en un lugar oscuro
durante 48 a 36 horas. Cumplido este tiempo, las muestras estuvieron aptas para su lectura en el

contador de centelleo liquido.

Las muestras fueron contadas el tiempo necesario hasta obtener un error menor al 3% en un

contador de centelleo liquido (Packard 1600TR Tri-Carb Scintillation Counter System, Meriden CT).

La férmula a utilizar para obtener la biodisponibilidad de hierro hemo y no hemo es la siguiente:

Biodisponibilidad de Fe (%) =

cpm * Volemia
ml de sangre *100/0.8%

cpm * Peso de solucion ingerida

ml solucién ingerida
& Correccion de Bothwell (80% de hierro ingerido se destina a eritropoyesis)

Para los célculos de biodisponibilidad de los dias 48 y 49 se resté la radiactividad contadas los dias

1y 2, para evitar sobre exposicion de ésta.
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h. Consideraciones éticas
Este proyecto se encuentra aprobado por el Comité de Etica para Estudios en Seres Humanos y
por el Comité de Bioética para Estudios en Animales del Instituto de Nutricién y Tecnologia de los
Alimentos (INTA) de la Universidad de Chile; las dosis de radioisétopos fueron aprobadas por la
Comisién Chilena de Energia Nuclear. A cada una de las participantes en este estudio se les
informo de los beneficios, posibles riesgos y confiabilidad del estudio a través de un consentimiento

informado.

i. Plan de analisis estadistico
El analisis de los datos se hizo por protocolo, es decir que se incluyeron sélo los datos de las

participantes que cumplieron con todo el estudio.

Debido a que los datos de biodisponibilidad y razén de biodisponibilidad de hierro, hemo y no
hemo; ferritina sérica; zinc protoporfirina e ingesta de calcio seguian una distribucidn asimétrica,
fueron transformados a su logaritmo natural antes de los andlisis estadisticos, y los resultados
fueron reconvertidos a los antilogaritmos. Los datos logaritmicos siguieron una distribucién normal

verificada por la prueba Shapiro Wilks.

Los datos son presentados como promedio + desviacion estandar (media + DE) en las variables
que seguian una distribucién normal. En el caso de las variables que fueron transformadas a su
logaritmo natural, los datos se presentan como promedio geométrico (rango de + 1DE). En el caso
del delta de biodisponibilidad de hierro hemo y no hemo, los datos son presentados como promedio

(error estandar de la media-EEM).

Para medir el efecto de la suplementacién con calcio, las variables de disponibilidad de hierro
fueron sometidas a la prueba ANOVA de dos vias para determinar efecto tratamiento (calcio versus
placebo), efecto tiempo (inicial versus final), y efecto interaccién (tratamiento versus tiempo). Para
corregir posibles diferencias entre los valores iniciales de la biodisponibilidad de hierro entre los
grupos calcio y placebo, se utilizé andlisis de covarianza (ANCOVA) para medir diferencias en el
delta de la biodisponibilidad de hierro hemo y no hemo entre el grupo con calcio y placebo,

teniendo como factor fijo el tratamiento y la biodisponibilidad basal (inicial) como covariable.
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Los marcadores que miden el estado nutricional de hierro; la ingesta diaria de energia,
macronutrientes, hierro y calcio; y las variables antropométricas fueron comparadas con la prueba t
de Student para observaciones independientes. El nivel de significancia estadistica, establecido a

priori para el calculo de la muestra, fue un valor p asociado a las pruebas <0.05.

Todos los analisis estadisticos fueron realizados con el programa computacional de estadistica y

analisis de datos STATA 11.0 (Stata Corp LP, College Station, Texas).
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V.

RESULTADOS
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Resultados

26 sujetos terminaron el protocolo de investigacién, dos mujeres no finalizaron ya que se retiraron

voluntariamente.

La tabla 6 resume las caracteristicas de los sujetos. La edad promedio en el grupo con calcio y

placebo fue 39.4+5.0 y 38.7+4.1 afios (NS); el IMC fue 25.5+2.5y 26.8+3.4 Kg/m2 (NS); el

promedio geométrico (rango +1DE) de ingesta de calcio fue 409.9 (277.2-606.1) y 342.2 mg (208.8-

560.9) (NS), el promedio de ingesta de hierro fue 12.8+3.7 y 13.3+3.3 mg (NS), respectivamente.

No se observé diferencia significativa en la ingesta basal de energia, proteinas, lipidos y

carbohidratos.

Tabla 6. Caracteristicas de los sujetos

Variables Placebo Calcio pe
Edad (afios) 38.7+x4.1 39.4+50 0.7023
IMC (Kg/m?) 26.8 + 3.4 255+25 0.2698
Ingesta de energia (Kcal) 2257.1 £ 463.8 2039.9 + 481.8 0.2532
Ingesta de proteinas (g) 70.1+£21.2 67.6 £ 24.6 0.7822
Ingesta de grasas (Q) 107.6 £ 31.9 100.7 £ 26.5 0.5500
Ingesta de carbohidratos (g) 251.6 £53.8 217.9+49.9 0.1103
Ingesta de calcio (mg) b 342.2 (208.8 - 560.9) 409.9 (277.2 - 606.1) 0.3120
Ingesta de hierro (mg) 13.3+3.3 12.8+ 3.7 0.7538

Valores presentados como promedio DE
®Valor p de la prueba t de Student para observaciones independientes
® Promedio geométrico (rango de+1 DE)
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La tabla 7 resume los marcadores de estado nutricional de hierro por grupo, calcio y placebo. No
se encontré diferencia significativa entre los biomarcadores de nutricion de hierro. Ambos grupos

presentaron marcadores de estado nutricional de hierro similares.

Tabla 7. Marcadores de estado nutricional de hierro
Placebo Calcio p?
Hb (g/L) 142 +8 141 +11 0.7241
VCM (fL) 87+4 86+5 0.6868
Zpp (ug/dL GR) ° 70 (52-95) 68 (55-83) 0.7312
Fe (ug/dL) 63 +18 71+ 30 0.3923
TIBC (ug/dL) 336 +42 333 +60 0.8939
Saturacion de transferrina (%)  19.1+6.2 225+11.3 0.3499
FS (ug/L) ® 17.8 (7.8-40.6) 14.2 (4.5-44.5) 0.5642

Valores presentados como promedio +DE

2 valor p de la prueba t de Student para observaciones independientes

® promedio geométrico (rango dex1 DE)

Hb: hemoglobina; VCM: volumen corpuscular medio eritrocitario; Zpp: Zinc protoporfirina; Fe: hierro sérico:
TIBC: capacidad total de fijacion de hierro; FS: ferritina sérica.

Andlisis de la biodisponibilidad de hierro

La tabla 8 resume la biodisponibilidad individual de hierro hemo, expresada como % de absorcion,
en las participantes. Andlisis de varianza de dos vias demostrd la no diferencia entre la
biodisponibilidad de hierro hemo por efecto tratamiento, tiempo e interaccion. El promedio
geométrico (rango de + 1DE) de la biodisponibilidad de hierro hemo inicial y final en el grupo
placebo fue 21.8% (13.0 a 36.6) y 25.1% (16.5 a 38.3) y en el grupo calcio fue 16.5% (8.3 a 32.8) y
26.0% (15.5 a 43.6) [ANOVA de dos vias: Tratamiento F= 0.68 (p=0.4145); tiempo F=3.94

(p=0.0530); interaccion F=1.10 (p=0.2991)].

La tabla 9 resume la biodisponibilidad individual de hierro no hemo. Analisis de varianza de dos

vias demostro la no diferencia entre la biodisponibilidad de hierro no hemo por efecto tratamiento,
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tiempo e interaccion. El promedio geométrico (rango de + 1DE) de la biodisponibilidad de hierro no

hemo inicial y final en el grupo placebo fue 44.6% (24.9 a 79.7) y 39.3% (24.3 a 63.4) y en el grupo

calcio fue 39.5% (19.9 a 78.7) a 34.1% (19.1 a 60.6) [ANOVA de dos vias: Tratamiento F= 0.65

(p=0.4250); tiempo F=0.72 (p=0.4001); interaccion F=0.00 (p=0.9467)].

De igual manera, no se observé diferencia en la razén de biodisponibilidad de hierro hemo entre los

grupos placebo 1.15 (0.74 a 1.79) y calcio 1.58 (1.01 a 2.47) (ANCOVA F=0.04; p=0.8524) (tabla
8); tampoco se observé diferencia en la razén de biodisponibilidad de hierro no hemo entre los
grupos placebo 0.88 (0.63 a 1.22) y calcio 0.86 (0.53 a 1.40) (ANCOVA F=0.05; p=0.8169) (tabla

9), luego de ajustar por la biodisponibilidad inicial respectiva.

La figura 9 muestra el delta de la biodisponibilidad de hierro hemo entre los grupos (calcio y
placebo). En un modelo de analisis de covarianza no se observo diferencia en el delta de la
biodisponibilidad de hierro hemo entre el grupo con calcio y placebo luego de ajustar por la
biodisponibilidad de hierro hemo basal como covariable, el promedio (EEM) del delta de la
biodisponibilidad de hierro hemo para el grupo con calcio fue 9.5% (2.5) y para el grupo placebo

fue 2.9% (3.0) (ANCOVA; NS).

La figura 10 muestra el delta de la biodisponibilidad de hierro no hemo entre los grupos (calcio y
placebo). En un modelo de andlisis de covarianza no se observé diferencia en el delta de la
biodisponibilidad de hierro no hemo entre el grupo con calcio y placebo luego de ajustar por la
biodisponibilidad de hierro no hemo basal como covariable, el promedio (EEM) del delta de la
biodisponibilidad de hierro no hemo para el grupo con calcio fue -8.9% (5.5) y para el grupo

placebo fue -7.7% (4.6) (ANCOVA; NS).
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Tabla 8.

Biodisponibilidad* individual de hierro hemo

Bio Fe

Bio Fe

Bio Fe

glua{(?;%im Eigr:?nicial Hem final Delta”  Razén ggjlgitgg* Hem inicial Hem final Delta”  Razén
VTSG 18.3 35 16,7 191 |PALF 128 13.0 1.2 1.02
CACB 17.4 19.5 21 112 |MEMK 3.6 18.2 146  5.06
SGCR 20.2 38.6 184 191 |FAD 19.2 31.0 11.8 161
VCBS 16.6 33.9 173 204 |JICM 127 15.8 3.1 1.24
MCBD 48.5 47.1 14 097 |REMA 311 435 124 1.4
NERS 26.7 38.0 113 142 |BCIP 447 54.6 9.9 1.22
JAVB 20.4 23.1 27 113 |AVGL  19.6 55.2 356  2.82
PCPC 31.3 26.6 47 085 |[CLVR 241 28.2 4.1 1.17
EVGD 33.2 15.7 175 047 |PFRA 7.3 14.6 7.3 2.00
PATP 5.5 10.4 49 189 |ACSG 10.1 15.4 5.3 1.52
VCFF 31.9 24.2 77 076 |[LIML 166 27.2 10.6  1.64
JIPC 20.2 20.1 01 100 |RCPJ 184 21.5 3.1 1.17
GCRP 24.6 20.5 41 083 |LEV 38.9 44.3 5.4 1.14
Zg’;?fgﬁco 21.8 25.1 29 115 16.5 26.0 9.5 1.58
- 1DE 13.0 16.5 30 074 8.3 15.5 2.5 1.01
+ 1DE 36.6 38.3 1.79 32.8 436 2.47

* Expresado como porcentaje (%) de absorcion
** \Valores del delta son presentados como promedio (EEM)
*** | as abreviaturas corresponden a las iniciales de los nombres y apellidos de cada sujeto para el grupo placebo y calcio,
respectivamente.
ANOVA de dos vias: Tratamiento F= 0.68 (p=0.4145); tiempo F=3.94 (p=0.0530); interaccion F=1.10 (p=0.2991)

ANCOVA para razén de biodisponibilidad de hierro hemo por tratamiento F=0.04 (p=0.8524); In_biohemo_inicial F=15.20
(p=0.0008); interaccién F=0.20 (p=0.6617)
Bio Fe Hem = Biodisponibilidad de Fe hemo.
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Tabla 9. Biodisponibilidad* individual de hierro no hemo

Sujetos 'Bi.o.Squ Fe BiO Sulf Fe Delta™ Razén Suje.to*s** .Bi.o.Squ Fe Bio Sulf Fe Delta™ Razén
Placebo inicial final Calcio inicial final

VTSG 42.2 25.7 -16.5 0.61 |PALF 37.3 17.5 -19.8 0.47
CACB 26.8 35.9 9.1 1.34 |MEMK 15.6 14.7 -0.9 0.94
SGCR 84.1 62.1 -22.0 0.74 |FAD 58.9 22.7 -36.2 0.39
VCBS 57.6 67.2 9.6 117 JTCM 13.6 17.2 3.6 1.26
MCBD 331 29.0 -4.1 0.88 |REMA 45.1 24.2 -20.9 0.54
NERS 59.9 61.3 1.4 1.02 |BCJP 96.1 81.5 -14.6 0.85
JAVB 32.0 35.0 3.0 1.09 |AVGL 34.8 60.4 25.6 1.74
PCPC 91.5 85.0 -6.5 0.93 |[CLVR 35.3 36.3 1.0 1.03
EVGD 60.9 39.6 -21.3 0.65 |PFRA 20.5 34.4 13.9 1.68
PATP 17.0 18.3 1.3 1.08 |ACSG 19.7 26.6 6.9 1.35
VCFF 59.6 52.5 -7.1 0.88 [LIML 98.3 68.8 -29.5 0.70
JJPC 16.5 19.5 3.0 1.18 |RCPJ 65.3 61.6 -3.7 0.94
GCRP 85.1 34.9 -50.2 041 |LEV 90.0 49.5 -40.5 0.55
pomedlo a4 393 77 088 39.5 341 -89 086
- 1DE 24.9 24.3 4.6 0.63 19.9 19.1 5.5 0.53
+ 1DE 79.7 63.4 1.22 78.7 60.6 1.40

* Expresado como porcentaje (%) de absorcion
** \Valores del delta son presentados como promedio (EEM)
*** | as abreviaturas corresponden a las iniciales de los nombres y apellidos de cada sujeto para el grupo placebo y calcio,
respectivamente.
ANOVA de dos vias: Tratamiento F= 0.65 (p=0.4250); tiempo F=0.72 (p=0.4001); interaccion F=0.00 (p=0.9467)

ANCOVA para razén de biodisponibilidad de hierro no hemo por tratamiento F=0.05 (p=0.8169); In_bioSulfatoFe_inicial
F=9.33 (p=0.0058); interaccion F=0.10 (p=0.7579).
Bio Sulf Fe = Biodisponibilidad de sulfato ferroso
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Delta de biodisponibilidad de Fe hemo (%)

13

12 4

11 1

10 4

Placebo
29 (3.0

ANCOVA* F P

Tratamiento 0.99 0.3311

Ln_BioHem_lInicial 1:55 0.2261

Interaccién 1.68 0.2089
o

* Analisis de Covarianza: diferencia en media de
delta de biodisponibilidad de hierro hemo por
grupo calcio y placebo, ajustado por
biodisponibilidad inicial de hierro hemo como
covariable

Datos presentados como promedio (EEM)

Ln_BioHem_Inicial= logaritmo natural de la
biodisponibilidad de hierro hemo inicial

Calcio
9.5(2.5)

Figura 9.

Efecto de la suplementacién con 600mg Ca sobre el delta de la biodisponibilidad de

hierro hemo
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Delta de biodisponibilidad de Fe no-hemo (%)

-10

ANCOVA* F P

Tratamiento 0.08 0.7788
Ln_BioSulf_Inicial 13.66 0.0013
Interaccion 0.14 0.7077

. * Analisis de Covarianza: diferencia en media de

delta de biodisponibilidad de hierro no hemo por
. grupo calcio y placebo, ajustado por
biodisponibilidad inicial de hierro no hemo como
covariable

L Datos presentados como promedio (EEM)

Ln_BioSulf_Inicial= logaritmo natural de la
biodisponibilidad de sulfato ferroso inicial

Placebo Calcio
-7.7 (4.6) -8.9 (5.5)

Figura 10.

Efecto de la suplementacién con 600mg Ca sobre el delta de la biodisponibilidad de

hierro no hemo
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Discusion

Los resultados indican que la suplementacion con calcio durante 34 dias (1mes) no disminuy6 la

biodisponibilidad de hierro hemo y no hemo en mujeres de edad fértil.

Varios estudios usando isétopos, ya sean estables o radioactivos, para marcar hierro en comidas
de prueba o matrices alimentarias, han mostrado que el calcio ejerce un efecto inhibitorio agudo
sobre la absorcién de ambos tipos de hierro, hemo y no hemo, y que el efecto ocurre
indistintamente sea el tipo de sal de calcio utilizada (72-81). Asi mismo, otros estudios no han
encontrado efecto de la administracion de calcio sobre la absorcién y/o estado nutricional de hierro

(147-153).

Sin embargo, a la fecha, ninglin estudio ha descrito el efecto de la suplementacion a largo plazo
con calcio sobre la biodisponibilidad de hierro, tanto de hierro hemo como no hemo. Por lo tanto,
este es el primer estudio que determina el efecto de 34 dias de suplementacién con calcio sobre la

biodisponibilidad de hierro.

A pesar de que el calcio podria disminuir la absorcion de hierro en matrices alimentarias o comidas
de pruebas, como un efecto agudo, nuestros datos indican que la suplementacidn diaria con calcio
durante 34 dias no afecta negativamente la biodisponibilidad de hierro. Una posible explicacion
ante este escenario es que el organismo es capaz de regularla respuesta de absorcion de hierro a
exposiciones prolongadas de calcio, es decir, una respuesta adaptativa del enterocito ante la
presencia diaria de calcio (147). Planteamos que dicha disminucién aguda en la absorcion de
hierro podria ser un factor en si que es capaz de modular la respuesta posterior en el enterocito en
desarrollo en la cripta de la vellosidad intestinal, favoreciendo la eficiente absorcion de hierro

posterior. Sin embargo, los mecanismos moleculares involucrados aun no estan claros.

Nuestros datos nos permiten pensar en que es posible que el efecto inhibitorio agudo de calcio en
la absorcién de hierro disminuya con el tiempo en la presencia de los suplementos de calcio

diariamente.
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En un intento por realizar una comparacion de nuestros resultados con la evidencia disponible,
encontramos que el efecto a largo plazo de la suplementacion con calcio sobre cambios en
marcadores del estado nutricional de hierro ha sido descrito por Minihane y Fairweather-Tait
(1998); Kalkwarf y Harrast (1998); y Mglgaard y cols. (2005), quienes administraron 1200, 500 y
500 mg/d de calcio elemental (CaCO3) durante 6, 6 y 12 meses, respectivamente. Los resultados
fueron contundentes en los tres estudios, el calcio no afectd los marcadores de estado nutricional
de hierro (147, 155, 156). En este sentido, nuestros hallazgos apuntan no solo a la ausencia de un
efecto negativo de la suplementacion con calcio sobre los biomarcadores de estado nutricional de

hierro, sino sobre la propia absorcién de hierro.

Cook y cols. (1991), en un estudio que buscaba ver el efecto de diferentes sales de calcio sobre la
absorcién de hierro no hemo, mostraron que 600 mg de calcio elemental, como citrato o fosfato,
disminuyen la absorcién de hierro no hemo aproximadamente 50% cuando es administrado a
estébmago vacio, pero este efecto no se observé cuando se administré la misma cantidad de calcio
como carbonato (73). Estos resultados son consistentes con nuestros hallazgos de que 34 dias de
suplementacion con 600 mg de calcio elemental como CaCO3 no disminuyen la biodisponibilidad,

medida a estbmago vacio, de hierro hemo y no hemo.

De igual forma, nuestros datos son consistentes con los de Gleerup y cols. (1993), quienes
reportaron que no hay efecto de calcio sobre la absorcién de hierro no hemo cuando ambos
compuestos son consumidos por al menos 2 horas de diferencia entre ellos (146). De manera
intencional, nuestro estudio limit6 el posible efecto agudo de calcio sobre la absorcién de hierro,
puesto que nuestro objetivo fue determinar el efecto de la suplementacion prolongada de calcio

mas no el posible efecto agudo inhibitorio del calcio sobre la absorcién de hierro.

En el presente estudio, la estimacion de ingesta dietaria de micronutrientes permitié conocer que
las participantes del grupo con calcio cubrieron sus requerimientos diarios de este mineral, ya que
la estimacion dietaria indicé un aporte de =400 mg de calcio sumado a los 600 mg de calcio
suministrados por la suplementacion, recibiendo en total 1000 mg de calcio al dia, acorde con las

recomendaciones propuestas por el Food and Nutrition Board, Institute of Medicine (166).
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Una posible limitacién del presente estudio es probablemente la duracién de la suplementacion con
calcio. Los estudios que han descrito la ausencia de efecto negativo de la suplementacién con
calcio sobre marcadores de estado nutricional de hierro han sido realizados durante 6 y 12 meses.
En el presente estudio consideramos que una duracion de al menos un mes seria suficiente para
observar si existe algun efecto de la suplementacién con calcio sobre la biodisponibilidad de hierro.
Es por ello que no consideramos describir cambios en marcadores de estado nutricional de hierro,
siendo que los estudios anteriores no los encontraron a 6 y 12 meses de suplementaciéon con

calcio.

En cuanto a las fortalezas del presente estudio, destacamos que la adherencia a la suplementacion
con calcio fue de 100%, debido a que la ingesta del suplemento fue supervisada diariamente en
terreno. Por lo tanto, nuestros resultados nos permiten tener una clara mirada del posible efecto a
largo plazo de la suplementacién con calcio sobre la biodisponibilidad de hierro hemo y no hemo.
Sin embargo, los posibles mecanismos moleculares que se estarian llevando a cabo a nivel

intestinal ante la exposicion repetida de calcio sigue siendo tema de estudio.

Nuestros resultados sugieren que es posible suplementar con hierro (hemo y no hemo) y calcio a
mujeres en edad fértil, un grupo vulnerable de desarrollar deficiencia de hierro, y que dicha
suplementacion es mas conveniente por separado, entendiendo que debe existir al menos dos
horas de diferencia entre las ingestas de cada suplemento (hierro y calcio). Este estudio aporta
evidencias para la nutricion basica y a su vez tiene implicancias para la salud publica. No obstante,

es necesario realizar estudios adicionales para confirmar esta proposicion.
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Conclusion

Un periodo de 34 dias de suplementacién supervisada con 600 mg de calcio elemental al dia como
CaCO03 no disminuyo la biodisponibilidad de hierro hemo y no hemo en mujeres en edad fértil. Por

tanto, se rechazan las hipotesis propuestas en este trabajo.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

DE PARTICIPACION EN EL ESTUDIO SOBRE BIODISPONIBILIDAD DEL HIERRO ANTES Y
DESPUES DE UN PERIODO DE SUPLEMENTACION CON CALCIO

A usted se le esta invitando a participar en esta investigacion en nutricion. Antes de decidir si

participa o no, debe conocer y comprender cada uno de los siguientes aspectos.

Una vez que haya comprendido el estudio, y si usted desea patrticipar, entonces se le pedira que

firme esta forma de consentimiento, de la cual se le entregara una copia firmada y fechada.
QUE DEBE SABER ACERCA DE ESTE ESTUDIO

Esta forma se conoce como consentimiento informado. Siéntase con absoluta libertad para

preguntar sobre cualquier aspecto que le ayude a aclarar sus dudas al respecto.

Titulo del estudio: Disponibilidad del hierro antes y después de un periodo de suplementacién con

calcio.

El estudio sera realizado en el Laboratorio de Micronutrientes del Instituto de Nutricién y

Tecnologia de los Alimentos (INTA) de la Universidad de Chile.

El investigador responsable de este estudio es el Sr. Israel Rios Castillo, postulante a Magister en
Nutricion y Alimentos del INTA. Fono 66204988 6 62239575; correo electronico:
israel.rios@inta.uchile.cl. El Director de Tesis es el Profesor Fernando Pizarro, investigador del

INTA, fono 9781522; correo electronico: fpizarro@inta.uchile.cl.

Usted tiene el derecho de participar o no de este estudio, pues su participacion es voluntaria. Si

decide participar, también tiene el derecho a cambiar de opinién posteriormente.
JUSTIFICACION Y OBJETIVO DEL ESTUDIO

El calcio es un mineral utilizado para la formacion de huesos y dientes, especialmente en la nifiez.
Se encuentra principalmente en leche y derivados. Por muchos afios se ha creido que el calcio
disminuye la absorcién intestinal del hierro y se ha recomendado que no se debieran administrar
conjuntamente. El objetivo de este estudio es determinar el efecto de un periodo de
suplementacién con calcio sobre la absorcion del hierro. Los resultados contribuiran a aclara las
controversias que existen hasta el dia de hoy y que impiden establecer recomendaciones respecto

a la suplementacion con ambos nutrientes.
BENEFICIOS DEL ESTUDIO

Con este estudio usted sabra si tiene anemia u otra forma mas leve de carencia de hierro. En el
caso de presentar anemia o carencia de hierro, se le derivara a su centro de salud o médico

personal para su tratamiento.
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Ademas, al final del estudio usted recibira $70.000 por su participacion. Cabe aclarar que sélo se

compensara siempre y cuando complete todo el estudio.
RIESGOS DEL ESTUDIO

Usted no corre ningun peligro. La dosis de radioactividad que recibird es menor a la recibida
cuando se le toma una radiografia de térax. Por razones de seguridad, sélo seran seleccionadas
mujeres que utilicen algin método anticonceptivo, ademas se les realizara un test de embarazo, el

dia 1 del estudio, a fin de no incluir personas embarazadas.

En el sitio de puncion de la vena pudiera aparecer, en algin caso, un moretén, para disminuir este
riesgo, la muestra sera tomada por un Tecnologo Médico de mucha experiencia en tomar muestras

de sangre.
PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

En caso de aceptar participar en el estudio, sera invitada a una reunién informativa en donde se le

explicara todos los términos del estudio, y la cual tendra una duracion de 45 minutos.

Deberé asistir en 6 ocasiones al INTA en ayuno de 8 horas. Dos dias consecutivos al inicio del
estudio, en donde se le administrara radiois6topos de hierro. El dia 1 se le tomara una muestra de
sangre de 10 ml para hacer mediciones de nutricion del hierro. El dia 14 dias debera asistir al INTA
para realizarle una segunda extraccion de 20 ml de sangre para determinar cuanto del hierro
ingerido fue incorporado en su hemoglobina. Luego usted recibira durante 43 dias suplemento de
calcio o placebo. Al dia 34 de la suplementacion se le realizara nuevamente los estudios de
absorcién iniciales, en donde debera asistir nuevamente por dos dias consecutivos para la
administracion del hierro y luego de 14 dias, para la extraccion de una muestra de sangre. Cada

visita al INTA tendr& una duraciéon de 30 minutos.

Ademads, en la reunion informativa se le evaluara su estado nutricional, para ello se deberdn medir

peso, talla y circunferencia de cintura, y tendra una duracién de 15 minutos.

Se aplicara una encuesta alimentaria en 3 dias distintos, dos dias de semana y un dia de fin de
semana. Cada encuesta tendrd una duracion de 15 a 20 minutos. Si usted cuenta con correo
electrénico o acceso a internet, podra completar las encuestas alimentaria desde su casa, de lo

contrario se le realizara el dia de la reunién informativa.
ACLARACIONES

Su decision de participar en el estudio es completamente voluntaria. No habra ninguna
consecuencia desfavorable para usted, en caso de no aceptar la invitacion. Si decide participar en
el estudio puede retirarse en el momento que asi lo desee, aun cuando el investigador responsable

no se lo solicite, pudiendo informar o no las razones de su decision, la cual sera respetada en su
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integridad. En el transcurso del estudio usted podra solicitar informacién actualizada sobre el

mismo al investigador responsable. No tendra que hacer gasto alguno durante el estudio.

La informacién obtenida en este estudio, utilizada para la identificacion de cada participante, sera

mantenida con estricta confidencialidad por el investigador.

Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de su participacion, puede, si asi lo desea,

firmar la carta de consentimiento informado que forma parte de este documento.

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO:

Yo, , he leido y

comprendido la informacién anterior y mis preguntas han sido respondidas de manera satisfactoria.
He sido informado(a) y convengo en participar en este estudio de investigacion. Recibiré una copia

firmada y fechada de esta forma de consentimiento.

Firma del participante: Fecha:
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ENCUESTA DE FRECUENCIA DE CONSUMO DE ALIMENTOS RESUMIDA

N°

Nombre:

Peso:

Talla: | IMC:

ALIMENTO

FRECUENCIA

diario l semanal ‘ quincenal l mensual

TAMANO /
PORCION
Med. Casera.

CANTIDAD
APROX.

(@)

OBSERVACIONES

Lacteos

Carne de
vacuno

Cerdoy
fiambres

Pollo

Cordero y otros

Visceras

Pescado

Mariscos

Huevos

Leguminosas

Papas

Verduras

Frutas

Arroz

Avena

Pastas

Pan

Aceite

Mantequilla

Mayonesa

Crema

Azlcar

Bebidas
alcohdlicas

Bebidas
gaseosas

Jugos en polvo

Golosinas

Otros
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