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Resumen

La administracion conjunta de Fe y Zn produce una inhibicion de la
biodisponibilidad del Fe (Bio Fe), sin embargo, no se conoce el tiempo que dura
este efecto. Objetivo: determinar el tiempo que dura el efecto inhibitorio de la
administracion de una dosis de Zn sobre la Bio Fe. Métodos: se estudiaron 15
mujeres quienes ingirieron una solucién de 0,5 mg de Fe sin administracion de Zn,
con administracién simultanea de 11,71 mg Zn y luego de 30 y 60 minutos de la
administracion de 11,71 mg Zn. Se determiné el estado nutricional de Fe y Zn y la
Bio Fe. Resultados: los promedios geométricos y los rangos de + 1DS de la Bio
Fe, durante la administracion de Fe solo, conjunta con Zn o luego de 30 y 60
minutos de la administracion de Zn, fueron: 41,9 (42,4-41,5), 25 (25,6-24,4), 35
(35,4-34,6) y 40 (40,5-39,4), respectivamente; las pruebas estadisticas mostraron
diferencia entre la Bio Fe cuando se ingirié solo y la administracion conjunta de Fe
y Zn (F=5,68, p<0,001). Conclusion: la administracién conjunta de Fe y Zn

disminuye la Bio Fe, este efecto dura menos de 30 minutos.

Palabras claves:

Biodisponibilidad, hierro, cinc, micronutrientes, interaccion.

Abreviaturas usadas:

Hierro (Fe), cinc (Zn), biodisponibilidad de hierro (Bio Fe), transportador de
metales divalentes (DMT1), hemoglobina (Hb), volumen corpuscular medio (VCM),
ferritina (Fn), transferrina (Tf), porcentaje de saturacion de transferrina (% Sat),

cinc protoporfirina (ZPP), capacidad total de union de hierro (TIBC).



Summary

Fe and Zn combine administration produces inhibition of Fe bioavailability (Bio Fe),
however, the time that this effect persists is not known. Objective: to determine the
time of inhibitory effect of a single dose of Zn on Bio Fe. Methods: 15 women
ingested a solution of 0.5 mg of Fe without Zn administration and, with combined
administration of 11.71 mg Zn. We determined Fe and Zn status and the Bio Fe.
Results: Bio Fe geometrics means and + 1SD range during administration of Fe
alone or combined with Zn or after 30 and 60 minutes of Zn administration were:
41.9 (42.4-41.5), 25 (25.6-24.4), 35 (35.4-34.6) and 40 (40.5-39.4), respectively. A
statistically significant difference was observed between Bio Fe of Fe given
simultaneously with Zn and Fe ingested without Zn (F=5.68, p<0.001). Conclusion:
Fe and Zn combine administration decreased Bio Fe, this effect lasted less than 30

minutes.

Key words:

Bioavailability, iron, zinc, micronutrients, interaction.



Introduccién

La deficiencia de hierro (Fe) continia siendo uno de lo principales problemas de
salud publica, aun en los paises desarrollados. Durante los primeros anos de vida,
esta deficiencia nutricional afecta el desarrollo cognitivo de los individuos vy, en la
edad adulta, disminuye la capacidad productiva (1), en las mujeres embarazadas
se ha asociado la deficiencia de este mineral con el aumento en los riesgos de
muerte materna durante el parto y el puerperio, ademas, los hijos de madres
deficientes en Fe tienen mayor riesgo de bajo peso al nacer, lo cual condiciona el
desarrollo de enfermedades cronicas asociadas a la nutricion (2). Estos datos son
relevantes, si se tiene en cuenta que 1 billon de personas y el 40% de las mujeres
en los paises en vias de desarrollo sufren de anemia ferropénica (3, 4); el déficit
de Fe afecta directamente las condiciones socioeconémicas de un pais, por estos
motivos, los esfuerzos destinados a mejorar la nutricion de este micronutriente en

Latinoamérica son una de las prioridades de trabajo en materia de salud publica.

En un hombre adulto la cantidad aproximada de Fe es de 4 g, distribuidos en: la
hemoglobina (Hb) (~2,5 g), las reservas, principalmente hepaticas (~1 g) y en la
mioglobina y otras enzimas que son dependientes del metal (~0,3 g). Diariamente,
un adulto sano pierde ~0,025% de su Fe total (equivalente a 1 mg), el cual debe
ser reemplazado por la dieta (5); estas pérdidas son producidas por la
descamacion de las células epidérmicas y las epiteliales del tracto gastrointestinal

y por el micro sangrado fisiolégico intestinal, para el caso de las mujeres, los nifios



y los adolescentes en crecimiento esta cifra aumenta debido al sangrado

menstrual y las necesidades del crecimiento, respectivamente (6).

En la dieta humana el Fe se encuentra, principalmente, asociado a moléculas de
Hb (Fe-Hem) o en solucion (Fe-No Hem). ElI Fe-Hem se halla en las carnes y la
sangre, también existe un contenido muy bajo de Fe-Hem en las semillas de las
plantas, asociado a los anillos tetrapirrdlicos de la clorofila, el sirohemo, la
fitocromobilina e incluso al grupo Hem (7). Por otro lado, el Fe-No Hem son las
sales de Fe*? o Fe* y otro compuesto quimico (por ejemplo: con el azufre se
forma la sal sulfato ferroso), este se encuentra en cantidades apreciables en los

alimentos de origen vegetal y en los derivados lacteos (8).

El Fe-No Hem es la mayor fuente del mineral en la dieta de las poblaciones de los
paises en vias de desarrollo. Los mecanismos mediante los cuales el tracto
gastrointestinal lo capta consisten en: 1) solubilizacién y reduccién en el medio
acido gastrico (8); 2) absorcion en el duodeno proximal (en el pH basico el Fe
tiende a formar precipitados con otros componentes de la dieta, disminuyendo su
solubilidad, con lo cual se hace mas dificil su absorcion, por este motivo, el Fe-No
Hem se absorbe en su mayoria en el duodeno proximal); 3) reduccion en el borde
en cepillo, la cual se realiza por una oxidoreductasa: la citocromo b reductasa
duodenal, conocida como Dcytb, que tiene como funcién cambiar el estado de
oxidacion del metal de Fe*® a Fe'% 4) co-transporte de Fe*? y H" a través del

transportador de metales divalentes (DMT1), ubicado en la membrana apical del
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enterocito, el Fe™ no pasa a través del DMT1; 5) segin las necesidades
corporales del nutriente, se almacena, unido a la proteina citoplasmatica ferritina
(Fn), se utiliza en los procesos metabdlicos celulares o se transporta hacia la
sangre; 6) el eflujo del Fe desde el enterocito hacia la sangre se realiza a través
de la membrana basolateral mediante la proteina transportadora ferroportina,
luego es reoxidado a Fe*™ por una de dos proteinas dependientes de cobre, la
hefestina o la ceruloplasmina y, finalmente, es captado y trasportado por la

proteina plasmatica transferrina (Tf) hacia los tejidos periféricos (9, 10).

Se ha postulado también una via de absorcién para el Fe* a través de la
membrana apical del enterocito, la cual involucraria a dos proteinas: una de la
familia de las B3 integrinas y otra conocida como molibferrina, sin embargo,
actualmente no existe consenso sobre la participacion de esta via en la

homeostasis del Fe (11).

La biodisponibilidad del Fe (Bio Fe), definida como la eficiencia con la cual el metal
obtenido de la dieta es utilizado biolégicamente (12), depende del tipo de Fe que
se suministre en los alimentos, de la cantidad del mismo, de la combinacién de
alimentos en una comida, del estado nutricional del Fe en el individuo y de algunos
eventos fisioldgicos y patolégicos como la eritropoyesis aumentada, la hipoxia y
las infecciones (13-16). El Fe es el unico micronutriente cuya biodisponibilidad
puede determinarse directamente, esto se logra mediante técnicas que cuantifican

la cantidad de una dosis de is6topos, radioactivos *°Fe o *Fe o estables °’Fe o
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*8Fe, que se incorpora a la Hb; se asume como constante que entre el 80 y 90%

del metal absorbido es usado para la sintesis de Hb (17).

A pesar del alto contenido de Fe-No Hem de los alimentos, su biodisponibilidad
varia desde menos del 1% hasta el 20%, esto se debe a que otros nutrientes de la
dieta pueden aumentar o disminuir la eficiencia con la cual este es solubilizado y/o
reducido por el pH gastrico, competir por los mecanismos de transporte en el
enterocito o afectar el metabolismo del metal; uno solo de estos efectos o la
combinacién de varios hace que algunos compuestos tengan importancia como

inhibidores o estimuladores de la Bio Fe (10, 14, 16, 18).

Efectos del cinc (Zn) sobre la biodisponibilidad del Fe-No Hem

Se han disefiado varios modelos experimentales in vitro (cultivos celulares), en
animales y en humanos, con el fin de esclarecer el efecto y los mecanismos
mediante los cuales el Zn puede afectar la biodisponibilidad del Fe-No Hem, la
suma de las evidencias de estos tres tipos de estudios genera el conocimiento
necesario para implementar estrategias que buscan disminuir la deficiencia del

mineral.

Estudios in vitro: Hill y Matrone demostraron que los elementos de transicion con
similar configuracién electrénica y coordinacion, como son el Fe y el Zn,
interactuan en el tracto gastrointestinal a nivel de la absorcion (19); estudios

realizados en células Caco-2 evidencian competencia por la captacion de estos
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metales (20) y se ha postulado que esta interaccion se da en la membrana apical
del enterocito, especificamente, en el DMT1, sin embargo, recientemente, como
resultado de estudios in vitro se piensa en un mecanismo de competencia o de
interaccion distinto al DMT1 debido a que este transportador tiene afinidad baja

por el Zn e incluso podria no estar implicado en su absorcion en el intestino (21).

Los estudios celulares también han mostrado que el Zn*? se une a los canales de
entrada de Fe presentes en el oligobmero de Fn, por lo tanto, podria bloquear la
incorporacion del Fe a esta proteina y disminuir, probablemente, el

almacenamiento de Fe corporal (22, 23).

Por otro lado, hay evidencia de un efecto estimulador del Zn sobre la Bio Fe que
puede ser explicado porque el Zn es un reconocido modulador de la expresion
geénica de proteinas implicadas con la absorcién del Fe; Yamaji y col encontraron
en células Caco-2 que la sobrecarga de Zn aumentaba la captacién del Fe desde
el borde apical y su posterior salida desde el borde basolateral, asociado a un
aumento en la expresion del DMT1 y la ferroportina, respectivamente (24). Los
mecanismos mediante los cuales el Zn ejerce su efecto sobre la expresion de las
proteinas involucradas en la absorcién del Fe aun se encuentran en controversia y

estudio.

Estudios en animales: trabajos en animales deficientes en Zn muestran un

marcado aumento del contenido de Fe y una disminucion en la concentracién de
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Zn en el higado, hueso, pancreas y testiculo (25-28), estos cambios se revierten
con la suplementacion con Zn. La absorcién de Fe esta aumentada en animales
alimentados con dietas deficientes en Zn (29), lo que puede explicar, en parte, el

aumento de la concentracion de Fe en los érganos.

Una suplementacion con altas dosis de Zn afecta el almacenamiento de Fe en
roedores, codornices y primates no humanos (30-39), lo cual se puede deber a
una inhibicion de la absorcion de Fe o a una competencia en el transporte del

mismo entre los tejidos, dado que la Tf puede transportar también Zn (40).

El modelo animal también sugiere que el efecto del Zn sobre la Bio Fe es
dependiente de la edad; en un estudio realizado en crias de ratas, durante el
periodo de amamantamiento, se encontraron diferencias en la distribucion y
expresion del DMT1 y la ferroportina entre ratas de infancia temprana y tardia,
estos cambios produjeron, solo en las ratas mas jévenes, un efecto inhibitorio del

Zn sobre la retencion de *°Fe (41).

Estudios en humanos

Efectos agudos: en adultos, la administracion simultanea de 3 mg de Zn y 0,01
de Fe (relacion molar Zn:Fe = 300:1) no disminuyé la Bio Fe, pero, si se observo
un efecto inhibitorio cuando se administré el Fe a una dosis de 3 mg con una
proporcion de Zn:Fe mayor de 5:1, este efecto no se observdé cuando se

administraron ambos minerales en un alimento completo; la explicacion dada por
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los investigadores fue que el Fe y el Zn no comparten el mecanismo de paso a
través de la mucosa, sin embargo, el efecto inhibitorio de la absorcién cuando se
administraron los 3 mg de Fe sugiere una interaccion en el lumen intestinal con
ligandos que normalmente favorecen la absorcion de Fe, esta interpretacion es
compatible con la pérdida del efecto inhibitorio que se logré en presencia de un
alimento (42). Crofton y col, utilizando la curva de aparicion plasmatica de Fe
como medida de su absorcidén, demostraron una reduccién de la absorcion cuando
se administré simultaneamente una solucién de Zn y Fe en una proporcion molar
1:1y 2,5:1 (43). Al agregar Zn a una solucion salina en una proporcion 4:1 (Zn:Fe)
se redujo la absorcion de Fe en prematuros, sin embargo, esto no se observd
cuando los minerales se administraron en formulas infantiles o en leche humana
(44). En un estudio realizado en nifos, la absorcion de 60 mg/kg de Fe, en una
harina fortificada, se redujo cuando se agregaron 60 mg de sulfato de Zn (45). En
un estudio de biodisponibilidad, realizado en humanos por el grupo de
micronutrientes del INTA, se establecié que el Zn inhibe la biodisponibilidad de 0,5
mg de Fe, solo a relaciones Zn:Fe mayores a 20:1, ademas, la curva de dosis
respuesta evidencio un plateau, lo cual esta en acuerdo con la hipotesis de que la
inhibicibn se da a nivel de un mecanismo saturable, de otro lado, cuando se
administraron ambos minerales, en relacion molar 1:1, la Bio Fe no se disminuy6 a

dosis bajas (Zn 0,59 mg y Fe 0,50 mg), pero si a dosis altas (Zn 11,71 mgy Fe 10

mg).
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En contraposicion a los estudios anteriores, Lépez De Romafia y col no
encontraron disminucion de la Bio Fe en nifilos peruanos, luego de la
administracion conjunta de Fe y Zn en un alimento de trigo fortificado (datos

suministrados por el autor, aun no publicados).

Efectos de la suplementacion o fortificacion con Zn: Yardick y col
demostraron, en mujeres adultas, que la suplementacién diaria con 50 mg de Zn
durante 10 semanas reduce significativamente el hematocrito y la Fn sérica (46).
En dos estudios, realizados en lactantes indonesios, la reduccién de la prevalencia
de anemia fue mayor en los lactantes suplementados diariamente, durante 6
meses, con 10 mg de Fe comparada con la administracion conjunta de 10 mg de
Fe y 10 mg de Zn (47-49). La recuperacion de lactantes y preescolares anémicos
fue menor cuando recibieron durante 2 meses una fortificacion en forma de
“sprinkle” simultanea con Fe y Zn (80 y 10 mg) que cuando recibieron sélo Fe (50).
La suplementacion con 22 mg de Zn diarios, por 6 semanas, a mujeres con bajas
reservas de Fe, produjo un deterioro de la nutricion del Fe caracterizado por
disminucion de la Fn y del porcentaje de saturacion de la Tf (% Sat) y un aumento
de la protoporfirina libre eritrocitaria y de la concentracion sérica del receptor de Tf
(51); llamativamente, se observd un aumento de la absorcion de Fe, debido a que
probablemente primo6 el efecto del deterioro de los depdsitos de este metal (a
menores depositos de Fe la absorcién de este mineral es mas alta), por otra parte,
el suplemento se administré con el estbmago vacio, luego de un ayuno nocturno, y

por ello no hubo interaccién con el Fe dietario. Los niveles de Fe sérico fueron
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menores en embarazadas suplementadas con 60 mg de Fe y 15 mg de Zn
comparado con las que recibieron sélo Fe, no se observaron diferencias entre los
grupos en los valores de Hb, receptor de Tf sérica o Fn ni en la absorcién de Fe

(52).

Recientemente, se publicé un estudio que involucré a 26250 nifios de 1 a 36
meses de edad de Nepal, quienes fueron asignados aleatoriamente a uno de 3
grupos con el fin de administrar diariamente un suplemento asi: un grupo placebo
y dos grupos de estudio con 12,5 mg de Fe, uno de ellos con Zn, todos los grupos
recibieron ademas acido folico y vitamina A, se administré la mitad de la dosis de
minerales a los nifios menores de 12 meses. Los resultados de este estudio
evidenciaron que el grupo que recibié el placebo y el suplementado con Zn
tuvieron mayor incidencia de anemia por deficiencia de Fe que el grupo que
recibié solo Fe (placebo=26%, Fe+Zn=12% y Fe=4%), sin embargo, los grupos no
se diferenciaron en la mortalidad global, pero el grupo que recibié Zn tuvo una

menor morbilidad debida a enfermedades infecciosas (53).

En contraste con los datos anteriores, en un estudio de suplementacion con
ambos minerales, en nifios viethamitas menores de un afio, no se encontrd
disminucion del impacto de la suplementacion de Fe cuando se administrd
conjuntamente con Zn (54). Fischer y col, realizando una revision de 9 estudios de
suplementacion conjunta de Fe y Zn, concluyeron que aun en presencia de Zn

existe un beneficio de la suplementacion de Fe sobre los parametros
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hematoldgicos y, por lo tanto, no atribuye un efecto negativo a la suplementacion

conjunta de estos micronutrientes (55).

La suma de los hallazgos de los estudios en humanos sugiere que aun no existe
un consenso claro sobre el efecto de la administracion conjunta de Zn y Fe sobre
la Bio Fe (56), pero el estudio reciente realizado en los nifios de Nepal vuelve a
abrir la controversia de si es adecuado administrar ambos minerales en un mismo

suplemento o alimento fortificado.

Los estudio in vitro, en animales y humanos, hacen pensar que existe interaccion
entre el Fe y el Zn en el enterocito, cuyo mecanismo no esta claramente
establecido, pero puede ser debido a: 1) competencia por el DMT1 u otro
mecanismo de absorcion en el epitelio intestinal; 2) competencia por la Tf, la cual
también transporta Zn; 3) bloqueo de la incorporacion del Fe a la Fn y; 4) en
menor medida, a la disminucion de la vida media de los eritrocitos, que actua
como otro posible factor, debido a que se presenta a niveles muy altos de Zn en la
dieta (57). La hipotesis mas estudiada es la primera y la mayoria de los autores
piensa que la suplementacion con Zn puede saturar un numero limitado de sitios
de transporte intestinal; a dosis altas de Zn la competencia con el Fe podria darse

al nivel de mecanismos de baja afinidad.

Actualmente, los programas de suplementacion y fortificacion implican el uso

combinado de Fe y Zn, debido a que las poblaciones presentan riesgos de
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deficiencia de ambos micronutrientes (58, 59); por esto, es necesario conocer las
potenciales interacciones entre ambos minerales tanto en sus aspectos
cualitativos como cuantitativos. Una de las preguntas que es necesario esclarecer,
con el fin de dar pautas adecuadas para la formulacion de programas de
suplementacion vy fortificacion es: ¢cual es la duracion del efecto inhibitorio del Zn
sobre la Bio Fe? Resolver esta pregunta, sera un aporte al conocimiento de las
interacciones entre los dos metales, lo cual tendra implicaciones practicas a la
hora de establecer el tiempo minimo que debe existir entre la administracién de Zn

y la ingesta de productos o suplementos que contengan Fe.

Problema de investigacion: ¢Cual es la duracion del efecto inhibitorio del Zn

sobre la Bio Fe?

Objetivos

Objetivo general

. Determinar el tiempo que dura el efecto inhibitorio de la administracién de
una dosis constante de Zn sobre la Bio Fe (relaciéon Molar Zn:Fe = 20:1).

Objetivos especificos

. Determinar el estado nutricional del Zn y el Fe en los individuos que
participan en el estudio.

. Determinar la Bio Fe, en los individuos que participan en el estudio, bajo

condiciones basales (sin administracion conjunta de Fe y Zn).
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. Determinar la Bio Fe, en los individuos que participan en el estudio, cuando
se administra conjuntamente con Zn y luego de 30 y 60 minutos de la

administracion de Zn.

Hipotesis
El efecto inhibitorio del Zn sobre la absorcion de Fe es de corta duracion, menor

a 30 minutos.

Materiales y métodos

Muestra: las causas de las variabilidades fisiolégicas y dia a dia que presenta la
absorcion de Fe, 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 (60); sin embargo,
es adecuado realizar estudios de absorcion de Fe, incluyendo grupos de entre
12 y 13 sujetos con un minimo de 8 por estudio de absorcion (61), de otro lado,
en un modelo de mediciones repetidas 13 sujetos son suficientes para
determinar diferencias de +1 desviacién estandar (DS) de la misma variable, con
un error oo = 0.05 y un poder = 90% (62). Basado en lo anterior, se decidio
trabajar con 15 sujetos teniendo en cuenta las posibles pérdidas durante el

protocolo experimental.

Se seleccionaron 15 mujeres en edad fértil, las cuales no presentaron patologias
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del tracto gastrointestinal y no consumieron farmacos ni suplementos de minerales
o multivitaminicos durante los 6 meses anteriores ni durante el estudio. Dado que
se utilizaron is6topos radioactivos, solo se permitio la participacion a mujeres que
usaban un método anticonceptivo (dispositivo intrauterino, anticonceptivos orales,
ligadura de trompas) y previo al estudio de absorciéon de Fe se les realizd una
prueba de embarazo. Todas las participantes conocieron los efectos adversos que
se pueden ocasionar por el consumo de los is6topos estables y radioactivos y

firmaron un consentimiento informado aprobado por el Comité de Etica del INTA.

Protocolo experimental: las mujeres seleccionadas asistieron a las 8 de la
mafana al Laboratorio de Micronutrientes del INTA los dias 1, 2, 14, 15 y 28,
luego de un ayuno de 12 horas. Durante el dia 1 se obtuvieron los pesos (bascula
de plataforma marca SECA con una precision de 50 g) y las tallas (tallimetro
metalico de pared con una precision de 0,1 cm), con el fin de calcular la volemia
de cada una utilizando la tabla de Tulane (63). Posteriormente, se realizaron, con
los sujetos en ayunas, cuatro estudios de biodisponibilidad segun el siguiente

protocolo.

El dia 1 cada una de las participantes ingiri6 50 mL de una solucion acuosa de 0,5
mg de Fe marcada con 111 kBq de *°Fe. El dia 2 ingiri6 50 mL de una solucion
acuosa con 11,71 mg de Zn y 0,5 mg de Fe marcada con 37 kBq de *°Fe (relacién
molar Fe:Zn = 1:20). El dia 14 ingiri6 50 mL de la solucion con 11,71 mg de Zn y

30 minutos después 50 mL de la solucién de 0,5 mg de Fe marcada con 111 kBq
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de *°Fe. El dia 15 ingiri6 50 mL de la solucién con 11,71 mg de Zn y 60 minutos

después 50 mL de la solucién de 0,5 mg de Fe marcada con 37 kBq de *°Fe. El

dia 28 asisti6 para la extraccion de una de las muestras de sangre. Las

soluciones se ofrecieron en vasos desechables, los cuales fueron pesados antes y

después de ofrecerlos a las participantes, con el objetivo de utilizar el volumen

exacto ingerido en mL. Se instruy6 a las participantes para que se abstuvieran de

consumir cualquier tipo de alimento dentro de las 4 horas posteriores a la ingesta

de las soluciones; la figura 1 esquematiza el protocolo experimental realizado. Las

dosis de is6topos administradas fueron autorizadas por la Comision Chilena de

Energia Nuclear.

Variables de los estados

nutricionales del Fe y el
Zn

—

Dia1 Dia2 Dia 14 Dia1N
111kBg  37kBg 1M1kBq  37kBg

“fa #Fg $Fp “Fe

U

50 ml 50 mi 50 mi 50 ml
Eamdia Administracion del Zn
Simultaneo con Fe 30 minutos 60 minutos antes
zn: 000mg 11.71mg 11.71mg 11.71mg
Fe: 050 mg 0.50mg 0,50 mg 0,50 mg
Zn:Fe  0:1 20:1 20:1 20:1

Eakins y Brown
Contador de Centelleo

Figura 1: protocolo experimental realizado a cada una de
participantes en el estudio. Los dias 1 y 14 se utilizaron soluciones
marcadas con *°Fe y los dias 2 y 15 se utilizaron soluciones marcadas
con *Fe. El dia 14 se extrajeron 30 mL de sangre para los estudios de
absorcién y de los estados nutricionales del Fe y el Zn y el dia 28 se
extrajeron 20 mL para el estudio de absorcién. Se muestra la
composicion de cada una de las soluciones administradas.

22



El dia 14, a la llegada al laboratorio, se extrajeron 20 mL de sangre para el estudio
de biodisponibilidad del dia con ingesta unica de Fe (dia 1) y de ingesta conjunta
de Fe y Zn (dia 2) y 10 mL para la determinacion del estado nutricional del Fe y el
Zn. El dia 28 se extrajeron 20 mL para el estudio de biodisponibilidad de los dias

14 y 15 (ingesta de Zn y Fe a intervalos de 30 y 60 minutos, respectivamente).

Estudios de biodisponibilidad: para el calculo de la biodisponibilidad se utilizo la
técnica de doble marcaje isotopico descrita por Eakins y Brown (17), utilizando
como trazadores los isotopos radioactivos *°Fe y *°Fe (NEN, Life Science
Products, Inc., Boston, MA). Inicialmente, cada una de las muestras se digirié en
medio acido y se precipitd el contenido total de Fe. Luego se determino la
radioactividad emitida en un contador de centelleo liquido LS 5000 TD, para lo
cual se utilizaron 2 muestras blanco, cuadruplicados de un estandar y duplicados
de las muestras de cada sujeto. Las muestras permanecieron en el contador el
tiempo necesario para tener un error menor al 3%, el equipo reportd las cuentas

por minuto (CPM) de radioactividad emitida de *°Fe (carril A) y de *°Fe (carril B).

Debido a que existe un traslape de las cuentas en cada uno de los carriles del
contador de centelleo, se hizo necesario determinar la magnitud de este traslape
y calcular a partir de esto la Bio Fe de la siguiente manera: 1) correccion de las
CPM totales en cada carril por las muestras blanco; 2) correccion de las CPM para
cada uno de los is6topos segun el traslape; 3) calculo de las CPM por mL de

sangre para cada isétopo; 4) calculo de las CPM totales circulantes de cada
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isétopo; 5) calculo del total de cuentas ingeridas de cada uno de los isétopos; 6)
calculo del total de cuentas absorbidas de cada isétopo; 7) calculo del porcentaje
de absorcion y; 8) calculo de la biodisponibilidad de los isétopos. La tabla 1
muestra las férmulas utilizadas en cada uno de los pasos mencionados

anteriormente.

Tabla 1: férmulas utilizadas para el calculo de la Bio Fe mediante la utilizacion de
los isétopos *°Fe y *°Fe.

Pasos Ecuacion

1 CPM A = CPM en A — Promedio de los blancos en A
CPM B = CPM en B — Promedio de los blancos en B

2 CMP **Fe = CPM en A— CPM B
CMP *Fe = CPM en A- CPM B

3 CMP *Fe/mL sangre = CMP *°Fe/8 mL sangre °
CMP *Fe/mL sangre = CMP *Fe/8 mL sangre *

4 CMP totales *°Fe = CMP **Fe * volemia °
CMP totales *Fe = CMP *Fe * volemia °

5 CMP ingeridas *°Fe = gr de solucion ingeridos * 32385 CPM *Fe °/ gr de solucion
CMP ingeridas **Fe = gr de solucion ingeridos * 10931 CPM **Fe ¢/ gr de solucién

6 CMP absorbidas *Fe = CMP ingeridas *°Fe - CMP totales *°Fe
CMP absorbidas *°*Fe = CMP ingeridas **Fe - CMP totales *Fe

7 % *°Fe absorbido = CMP absorbidas *°Fe * 100 / CMP ingeridas *°Fe
% *°Fe absorbido = CMP absorbidas *°Fe * 100 / CMP ingeridas *Fe

8 Bio ®°Fe = % >°Fe absorbido * 0,8 °
Bio *°Fe = % *°Fe absorbido * 0,8 ¢

#Se procesaron 8 mL de san%re total por muestra. ® La volémia se calculd segtin
la tabla de Tulane. © CPM de *°Fe y de *Fe por gramo de solucién ingerida. 4se
asume que un 80% del Fe absorbido se incorpora a la Hb y es la cantidad que
se considera biodisponible (13).

El *°Fe utilizado durante los dias 1 y 14 provenia de un mismo vial, lo cual
garantiza que el decaimiento en la radioactividad es el mismo, por lo tanto el

calculo de la biodisponibilidad del dia 14 se realizé restando a las CMP de *°Fe
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obtenidas el valor de las CPM del dia 1. De la misma manera se relacionaron las

CPM del *°Fe utilizado en los dias 2 y 15.

Valoracion del estado nutricional del Fe y el Zn: la determinacion de las

variables bioquimicas del estado nutricional del Fe fue realizada en el Laboratorio

de Micronutrientes del INTA y las del Zn en el Laboratorio del Departamento de

Nutricion de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile. Se realizaron las

siguientes pruebas:

Estado nutricional del Fe:

Hemoglobina (Hb) y volumen corpuscular medio (VCM): determinadas en
un contador electrénico de células marca CELL-DYN 1700.

Fn sérica: se realiz6 mediante una prueba de ELISA en sandwich, para lo
cual, se utiliz6 como anticuerpo primario anti-Fn (Ref: A0362) y como
secundario anti-Fn conjugado con peroxidasa (Ref: A0031), ambos de
marca Dako Corporation (64).

Fe en suero: se realiz6 mediante fotocolorimetria, utilizando el cromégeno
TPTZ.

Capacidad total de unién a Fe (TIBC): segun la metodologia propuesta
por Fischer (65).

Porcentaje de saturacion de la transferrina (% Sat): se calculé mediante la

férmula de Fe en suero / TIBC (65).
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e Cinc protoporfirina (ZPP): determinada en un hematofluorometro marca

AVIV 206D.

Estado nutricional del Zn:

e Zn plasmatico: determinado en un espectrometro de absorcion atémica
marca Perkin-Elmer AAnalist 100 (66).

e Zn en pelo: se realiz6 calcinacion y disolucién de las muestras y se
cuantificd por espectrofotometria de absorcion atomica.

e Actividad de la fosfatasa alcalina en el plasma: determinada mediante una
técnica colorimétrica con Kit Sigma 104-LL.

e Actividad de la fosfatasa alcalina en la membrana del eritrocito: se
aislaron las membranas de los eritrocitos segun Ruz y col (67),
posteriormente, se determind la actividad de fosfatasa alcalina de las

muestras mediante técnica colorimétrica con Kit Sigma 104-LL.

Variables: la tabla 2 muestra las variables determinadas durante el estudio, todas

se clasificaron como continuas.

Andlisis estadistico: las comparaciones estadisticas se realizaron intra grupo en
donde cada sujeto fue su propio control. Se realiz6 estadistica descriptiva a cada
una de las variables y se describieron como promedio y desviacion estandar (DS);

dado que los valores de Fn y Bio Fe presentan distribucién asimétrica en la
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poblacion normal fueron transformadas a sus logaritmos naturales antes de
realizar los contrastes de hipdtesis y posteriormente se retransformaron estos
resultados, mediante el uso del antilogaritmo, con el fin de reportar los promedios
geomeétricos y los rangos de +1 DS en las unidades originales. Se utilizd la
correlacién de Pearson para observar la relaciéon entre las variables del estado
nutricional del Fe y la Bio Fe del dia 1 (administraciéon de la soluciéon con Fe sin
Zn). Se realizé una prueba de ANOVA de medidas repetidas para determinar las
diferencias en la Bio Fe entre los distintos tratamientos y se utilizé6 como prueba
pos hoc la prueba de Dunnett para hallar diferencias entre la Bio Fe del dia 1y las

de los demas dias.

Tabla 2: clasificacion de las variables de interés para el estudio.

Variable Tipo de variable

Peso Interviniente
Estatura Interviniente
Volemia Interviniente
Hemoglobina (Hb) Interviniente
Volumen corpuscular medio (VCM) Interviniente
Fn sérica Interviniente
Porcentaje de saturacién de la transferrina (% Sat) Interviniente
Fe sérico Interviniente
Cinc protoporfirina (ZPP) Interviniente
Zn plasmatico Interviniente
Zn en pelo Interviniente
Actividad de fosfatasa alcalina en plasma Interviniente
Actividad de fosfatasa alcalina en membrana de eritrocito Interviniente
Biodisponibilidad del Fe (Bio Fe) Dependiente
Soluciones del estudio Independientes
Resultados

El promedio de edad de las 14 participantes fue 36,6 + 4,4 anos. El indice de
masa corporal promedio de 26,7 + 2,9 Kg/m? y el estado nutricional de la

muestra, valorado por este indice, fue 9 normales, 3 con sobrepeso y 2 obesas.
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La tabla 3 muestra los valores de los parametros hematolégicos determinados
durante el dia 14, se usaron como referencia para la clasificacion los valores que
recomienda el Centro para el Control y Prevencidon de Enfermedades de Estados
Unidos (68). El promedio de Hb fue 13,7 £ 1,0 mg/dL, una de las participantes
presentd anemia por deficiencia de Fe (Hb < 12g/dL; ZPP > 70 pg/dL/GR y VCM
< 80fL), 2 presentaron Hb normal con 2 de los otros parametros de laboratorio
alterados, por lo cual se clasifican como deficientes de Fe sin anemia. Se

reportan el promedio geométrico y el rango de +1 DS de la Fn en suero.

Tabla 3: parametros hematoldgicos de las participantes en el estudio. La
participante nimero 5 fue la Unica anémica.

Parametros Bioquimicos del Estado Nutricional del Fe

Sujeto Hb VCM ZPP Fe sérico TIBC % Sat  Fn sérica
(g/dL)  (fL)  (pg/dL GR")  (ug/dL) (pg/dL) (%) (uglL)
1 14,0 91 51,4 88,9 302,4 29,4 28,7
2 13,0 95 54,4 88,9 299,6 29,7 12,8
3 12,6 91 65,8 82,3 2448 33,6 30,1
4 14,7 88 80,0 163,2 402,6 40,5 26,8
5 11,2 63 105,6 74,8 337,3 22,2 20,1
6 15,5 87 65,8 85,7 331,8 25,8 12,6
7 13,6 88 68,7 61,2 307,4 19,9 26,5
8 14,0 93 45,7 40,8 301,9 13,5 22,0
9 13,7 90 80,0 354 380,8 9,3 16,7
10 13,5 90 51,4 75,5 345,4 21,8 14,4
11 14,0 88 45,6 76,2 541,3 14,1 33,3
12 14,2 94 62,8 60,5 225,8 26,8 72,9
13 13,5 90 57,2 79,6 408,0 19,5 243
14 13,8 95 82,8 61,9 334,6 18,5 23,7
Promedio 13,7 88,8 65,5 76,8 340,3 23,2 23,4*
DS 1,0 7.9 16,9 29,9 77,7 8,4 24-23**

* Promedio del logaritmo natural y ** rango que comprende +1DS de la Fn
sérica. + g /dL Glébulos Rojos
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Las concentraciones de Zn sérico, Zn en pelo, y las actividades de fosfatasa
alcalina en plasma y en la membrana del eritrocito fueron de: 94,1 + 10,7 pg/dL,
149,1 £ 16,7 pg/dL, 30,2 £ 7,6 U/L y 0,3 + 0,1 mmol/min/mg, respectivamente.

Ninguna de las participantes en el estudio present6 deficiencia de Zn.

El resultado de la correlacion de Pearson entre la Bio Fe del dia 1 (sin
administracion de Zn) y la Fn sérica fue r = -0,587 (p = 0,027), figura 2. La Bio Fe
del dia 1 no se correlacion6 con las demas variables del estado nutricional del Fe,
los datos se muestran en la tabla 4. Estos datos son similares a los de otros

trabajos realizados por el Laboratorio de Micronutrientes del INTA.

45 L 4

25

Ln Fn sérica

Figura 2: diagrama de dispersion de la correlacién de
Pearson entre el Ln de la Fn sérica y el Ln de la Bio Fe del
tratamiento sin Zn (dia 1), r=-0,587 y p<0,027.
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Tabla 4: correlacion de Pearson entre el Ln de la Bio Fe
del tratamiento sin Zn (dia 1) y las variables del estado
nutricional del Fe.

Variable r p<
Hb -0,117 0,688
VCM -0,206 0,4788
ZPP 0,247 0,393
Fe sérico -0,184 0,527
TIBC 0,1829 0,531
% Sat -0,268 0,3531
Ln Fn sérica -0,587 0,027*

* Unica correlacion estadisticamente significativa.

Los promedios geométricos y los rangos correspondientes a £1DS de la Bio Fe, en
cada uno de los tratamientos, se muestran en la tabla 5 y la figura 3. La prueba de
ANOVA para mediciones repetidas reveldo diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos, p<0,0020. La prueba de Dunnett encontro
diferencia significativa entre la Bio Fe del tratamiento con administracion exclusiva
de Fe y el de administracién conjunta de Fe y Zn (F=5,68, p<0,001); con los

demas tratamientos no hubo diferencias.

Tabla 5: efecto del Zn sobre la Bio Fe al administrar el Zn simultaneamente con el Fe o0 30 y 60
minutos antes.

Zn:Fe (mQ) 0:0,50 11,71:0,50 11,71:0,50 11,71:0,50

Tiempo de administracion del Zn 0 -30 -60
(minutos)

Bio Fe (%)

Promedio geométrico 41,9° 25,0° 35,0° 40,0°
Rango correspondiente a £1DS 424 -415 256-244 354-346 40,5-394

2P piferencias significativas segun la prueba de Dunnett (F=5,68, p<0,001).
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3,8

3,6

3,4

3,2

Logaritmo de la Biodisponibilidad de Fe

Dia 1 Dia 2 Dia 14 Dia 15
Fe FeyZn Zny Fe a 30 min ZnyFea60 min

Figura 3: promedio y desviaciones estandar del Ln de la Bio Fe en cada uno de los tratamientos. ab
Diferencias significativas segun la prueba de Dunnett (F=5,68 , p<0,001).

Discusion

El Fe y el Zn administrados simultdneamente en solucion compiten por su
absorcion en el tracto gastrointestinal mediante un mecanismo aun no esclarecido
totalmente; conocer la dinamica de esta interaccién es necesario para disefiar
estrategias de prevencion de las deficiencias de ambos microminerales y de esta
manera disminuir el impacto social de las mismas. El presente trabajo tuvo como
objetivo determinar el tiempo que dura el efecto inhibitorio de una dosis constante

de Zn sobre la biodisponibilidad de Fe.
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La comparacién de los estudios de biodisponibilidad de los dias sin administracién
de Zn y con administracion conjunta de Zn y Fe evidencian la interaccion del Fe y
el Zn en el tracto gastrointestinal durante la administracion conjunta y su impacto
sobre la Bio Fe, ademas, concuerdan con los datos obtenidos en otros estudios
(42, 43, 69). El mecanismo que mas se ha relacionado con este fendmeno es la
competencia que puede existir por el DMT1 en el borde en cepillo, a pesar de que
se ha cuestionado el rol de este transportador en la absorcion intestinal del Zn (21,
24). Los estudios realizados durante la caracterizacion de este transportador
evidenciaron, mediante experimentos de clamp de voltaje, que el Zn genera
cambios en los potenciales de membrana en ovocitos de Xenopus, similares a los
generados por el Fe y otros metales divalentes distintos al Ca*? al pasar a través
del DMT1 (70). La evidencia actual hace pensar que el Fe y el Zn pueden competir
por el DMT1 de la membrana apical de los enterocitos, sin que necesariamente se
de un paso de grandes cantidades de Zn hacia el citoplasma de las células, pero
si, una disminucion del paso del Fe. De otro lado, hay un numero de proteinas
trasportadoras de metales identificadas en levaduras, bacterias y plantas para las
cuales no se han realizado los estudios de identificacion de sus homologos en
mamiferos (71), en una de estas proteinas podria encontrarse, en parte, la
explicacion a la interaccién que se encuentra entre el Fe y el Zn en el lumen

intestinal.

Otro posible mecanismo de interaccion entre los dos metales es la capacidad de

algunos microminerales de modular la expresion de las proteinas implicadas en su

32



propia absorcion o en la de otros minerales. Frazer y col describieron en células
Caco-2 el fenémeno del “bloqueo de la mucosa”, que consiste en una disminucion
en la expresion de las proteinas implicadas en la absorcion y trasporte del Fe ante
una precarga del mismo metal, la cual produce, luego de 2 horas, una disminucion
en los niveles del DMT1, la Dcytb y sus RNA mensajeros con recuperacion de los
mismos 72 horas después (72). Este fendmeno podria también producirse por
otros metales, sin embargo, los estudios celulares previos muestran un aumento
en la expresion del DMT1 y la ferroportina ante una sobrecarga de Zn, lo cual,

favoreceria el aumento y no la disminucion de la Bio Fe (24).

Con el fin de evitar la interaccion del Zn y el Fe, en el tracto gastrointestinal, seria
necesario administrarlos en soluciones distintas y a un intervalo de tiempo que sea
suficiente para que la primera de estas se desplace totalmente de la luz. Trabajos
realizados por el grupo de Gisolfi, con individuos en reposo y durante actividad
fisica, evidencian que la velocidad de vaciamiento gastrico del agua pura o de una
solucion hipotonica puede ser de hasta 17 mL/min y en los primeros 50 cm del
intestino se puede absorber una cantidad mayor a 16 mL/min (68, 73). Basado en
esto, se puede esperar que bastan solo 3 minutos para que los 50 mL de la
solucion hipoténica de Zn, dada inicialmente, pasen al duodeno y en 30 minutos
esta ya habra sobrepasado las primeras porciones de este 6rgano, en donde la
existencia de mecanismos de absorcidn de alta capacidad permitirian la absorcion
de la mayor parte de la solucion; los resultados obtenidos en este estudio

concuerdan con esta hipdtesis: la Bio Fe sdélo disminuyé cuando fueron
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administrados de Zn y de Fe conjuntamente y no se afecté cuando los minerales
fueron administrados con al menos 30 minutos de diferencia. Ademas, este
resultado hace pensar que el fendmeno de bloqueo de la mucosa no esta
implicado, debido a que no es de esperar una modulacién tan rapida de la
expresion de proteinas en el enterocito y a que se requieren al menos 72 horas

para que la célula se recupere de este bloqueo (72).

En conclusion se puede mencionar que la administracion conjunta de Fe y Zn
disminuy6 la Bio Fe y este efecto no se observé cuando las dosis del Zn y del Fe
se administraron con 30 minutos o mas de diferencia. Esto se debio,
probablemente, a la competencia que existe entre los dos minerales, en el borde
en cepillo, por un mecanismo inespecifico de transporte. Estos hallazgos aportan
al conocimiento sobre las interacciones del Fe y el Zn en el lumen intestinal y es
importante tenerlos en cuenta a la hora de generar estrategias destinadas a

disminuir la prevalencia de la deficiencia de Fe.
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