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ABSTRACT

Antecedentes: Se requiere una ingesta adecuada de calcio para una salud 6sea Optima y la
proteccion de enfermedades cronicas. Los productos lacteos son una fuente de calcio
excelente.

Objetivo: Determinacion de la absorcion de calcio a partir de leches fortificadas empleando la
técnica de isotopos estables.

Disefio: 15 voluntarios participaron en un estudio aleatorizado, controlado a doble ciego y
cruzado. Se administraron 5 tipos de bebida lactea semidesnatada (1.9% de grasa) junto con
un desayuno ligero: leche estandar (control); leche enriquecida con calcio por adicion de
solidos lacteos y trifosfato célcico (TCP) (leche MSS); leche enriquecida en calcio a partir de
leche concentrada (leche CON); leche con fructooligosacaridos afiadidos (leche FOS); y leche
con fosfopéptidos de caseina anadidos (leche CPP). Todas las leches se marcaron con el
isotopo estable de calcio 42Ca en forma de CaCl2. La leche MSS también se marco con 44Ca
como en forma de TCP. Las cantidades de calcio ingeridas en cada bebida se mantuvieron
iguales por ajuste del volumen de leche administrado

Resultados: El calcio absorbido no fue diferente entre la leche control y las leches fortificadas
con calcio (leches MSS y CON) o las leches FOS y CPP. Sin embargo, ¢l calcio absorbido a
partir del trifosfato célcico afiadido a la leche MSS fue significativamente mayor que el
absorbido a partir de la leche control (27.5+7.6% vs 24.5+7.3%, respectivamente; P=0.003)

Conclusiones: Las leches enriquecidas en calcio son una fuente valiosa de calcio absorbible.
La absorcion de calcio afiadido como trifosfato célcico fue mayor que el que se absorbid a
partir de la leche control, pero la adicion de FOSs o CPPs no increment6 de forma
significativa la absorcion de calcio. Se necesita de mas investigacion para comprobar la
efectividad de los costes y los beneficios de salud publica producidos por el consumo de
leches fortificadas.
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INTRODUCCION

La ingesta de calcio, particularmente durante la infancia, es un factor muy
importante, determinante de la masa ésea en adultos, y también influencia la tasa de
pérdida de masa 0sea asociada con la edad (1-5). La osteoporosis, enfermedad que
afecta a muchos millones de personas en el mundo, se caracteriza por la fragilidad
de los huesos que con el tiempo origina fracturas 0seas. En paises con elevada
incidencia de fracturas osteoporaéticas, se ha asociado la ingesta reducida de calcio
con un incremento del riesgo de fracturas (6). La ingesta baja de calcio también se
asocia con incrementos del riesgo de padecer cancer de colon e hipertension vy
puede afectar el crecimiento normal en nifios (6, 7)

Los productos lacteos son una fuente excelente de calcio biodisponible. Las
encuestas de ingesta de alimentos indican que la leche y los productos lacteos
constituyen la principal fuente de calcio de la dieta, representando el 66% de la
ingesta total de calcio en la dieta espafola (8), el 72% en la de Estados Unidos (9), y
el 45% en la dieta del Reino Unido (10). Sin embargo, en algunos grupos de
poblacion el promedio de ingesta diaria de calcio puede ser significativamente menor
que la ingesta recomendada, que en adultos abarca de 900 a 1500 mg/d, en
ocasiones incluso no alcanzando 50% de la ingesta adecuada (11).

Se han sugerido varias estrategias para incrementar la ingesta de calcio y/o su
absorcion. Entre ellas esta la fortificacion de leche con calcio lacteo o sales de calcio,
pero la disponibilidad de sales de calcio enleche no se ha caracterizado bien. De la
misma manera se ha propuesto que algunos ingredientes alimentarios, como los
fructo-oligosacaridos (FOSs) y los fosfopéptidos de caseina (CPPs), pueden
incrementar la absorcion de calcio a partir de leche u otros alimentos. Los FOSs
pertenecen al grupo de oligosacaridos no digeribles (NDO) donde también se incluye
la inulina, la oligofructosa (fructanos de la raiz de chicoria), y los galacto-
oligosacaridos. Los NDOs pueden ser digeridos por la microflora intestinal,
principalmente en el colon, lo que produce acidos grasos de cadena corta que
reducen el pH intestinal e incrementan la solubilidad del calcio, asi como su
transporte paracelular y transcelular (12,13).

También se ha sugerido que los NDOs incrementan el transporte activo de calcio
mediante la activacion de calbindin-D9k (14,15). Varios estudios humanos han
mostrado un incremento en la absorcién de calcio cuando se incluyeron NDOs en la
dieta por un periodo de dias o semanas (16-18). Los CPPs fragmentos peptidicos de
caseina ricos en fésforo a los que se les asume contribuir a la elevada
biodisponibilidad del calcio en la leche por prevenir la formacién de sales insolubles
de calcio y quiza por reducir las interacciones entre el calcio y otros minerales de la
leche (19). Aunque estudios in vitro y en animales han mostrado efectos positivos de
los CPPs en la absorcién de calcio, los resultados obtenidos en estudios humanos no
son concluyentes al respecto (20-23). Ya que la leche es una de las principales
fuentes de calcio de la dieta, hemos investigado la posibilidad de usar la leche como
matriz para administrar calcio adicional, ya sea incrementando su biodisponibilidad o
incrementando la concentracion de calcio en la leche.



En este trabajo se muestran los resultados de un estudio llevado a cabo con isétopos
estables en el que se mide en voluntarios humanos la absorcion de calcio a partir de
leche semidesnatada y de varios tipos de leche modificada que poseen el potencial
de aportar mas calcio al consumidor: leche adicionada de solidos lacteos vy trifosfato
célcico, leche concentrada, leche adicionada de FOSs de cadena corta, y leche
adicionada de fosfopéptidos de caseina. Los ingredientes se afiadieron a las leches
a dosis bajas con el objetivo de poder producir productos lacteos funcionales de bajo
coste que puedan usarse ampliamente.

SUJETOS Y METODOS

Sujetos

Quince sujetos (8 hombre y 7 mujeres) de edades entre 25-36 afios se captaron de
entre el personal de Puleva Biotech SA (Granada, Espafia). Los sujetos recibieron un
examen fisico y se revisd su historial médico antes de que fueran incluidos en el
estudio. Ninguno de los sujetos participantes habia padecido de enfermedad que
tuviese influencia sobre la absorcibn o metabolismo del calcio, malabsorcion,
diabetes, artritis reumatoide, enfermedades con trastornos de hormona paratifoidea,
enfermedad intestinal, renal o hepatica. Los participantes no consumieron ningun
tipo de medicacion durante el estudio. Todos los sujetos eran no fumadores y
recibieron instrucciones de no modificar su actividad fisica o su dieta habitual; sin
embargo, a aquellos voluntarios que de forma habitual consumian alcohol se les
pidié que no lo hicieran durante el periodo de duracion del estudio.

Los voluntarios recibieron informacion extensa de los objetivos y propdsitos del
estudio y entregaron consentimiento informado por escrito. El estudio se llevé a cabo
de acuerdo con la Declaracion de Helsinki, y el protocolo de ensayo fue aprobado po
el Comité de Etica del Hospital Universitario San Cecilio (Granada, Espafia).

Preparacion de las soluciones de isétopos estables

Se empled la técnica del isétopo estable doble, o que implica la administracion
simultanea de 2 is6topos estables diferentes, uno se administra oralmente y el otro
de forma intravenosa. La fraccion de absorcion (FA) verdadera de calcio se calculé a
partir del enriquecimiento en muestras de orina de ambos is6topos, teniendo en
cuenta las cantidades administradas y la abundancia natural de los isétopos estables
(24, 25).

Los is6topos estables se adquirieron a la empresa Chemotrade (Dusseldorf,
Alemania) como carbonatos de calcio: los **Ca y *Ca se usaron en las bebidas
lacteas (es decir, se administraron por via oral), y el **Ca se administré por via
intravenosa. Las abundancias de los diferentes marcadores isotépicos se midieron
por espectrometria de masas de ionizacién térmica: “?Ca enriquecido (24.3% “°Ca,
73.4% “*Ca, 0.4% **Ca, 1.8% *‘Ca, <0.01% *°Ca, 0.09% *®Ca), **Ca enriquecido
(39.2% “°Ca, 0.65% **Ca, 49.5% **Ca, 10.5% **Ca, <0.01% *°Ca, 0.14% **Ca), **Ca
enriquecido (3.42% “°Ca, 0.13% **Ca, 0.03% **Ca, 96.4% *‘Ca, 0.02% “®Ca). La sal
de **CaCOj; de disolvio en acido clorhidrico ultrapuro, se anadié suero salino estéril
para inyeccion, se ajusto el pH a 5.0 usando NaOH vy la solucion final se filtré. La
solucién se esterilizd con el uso de un autoclave, )/ se dispensaron alicuotas en
ampollas estériles conteniendo cada una 1 mg de “*Ca. La solucién de *’CaCl se
prepardé usando el mismo procedimiento basico. Para la preparacion de la sal de



*Ca trifosfato calcico (**Ca-TCP), el *CaCO; la sal se disolvié primero con HNO3
concentrado para producir Ca(NOs), y luego se precipité con KH,PO4 y NaOH a pH9,
como ya se ha descrito previamente (26). El precipitado de **Ca-TCP se lavod con
agua desionizada y se seco a 90 °C durante la noche. Se prepararon alicuotas
conteniendo 6 mg de **Ca o 15 mg de **Ca que se almacenaron a — 80 °C hasta su
uso.

Bebidas del ensayo

Se administraron cinco bebidas diferentes en orden aleatorio a todos los
voluntarios durante los 5 periodos de estudio (Tabla 1). Las bebidas ensayadas,
todas leches semidesnatadas 31.9% grasa), fueron las siguientes: leche estandar
marcada extrinsecamente con “*Ca como *?CaCl (leche control); leche enriquecida
en calcio mediante la adicion de un 12.6% de calcio a partir de sélidos lacteos y un
15.5% de calcio a partir de trifosfato calcico [Ca3(PO4),] y marcada extrinsecamente
con **Ca como *?CaCl y con **Ca de la solucion de TCP [(Leche MSS) Puleva
Calcio; Puleva FOOD, Granada, Espafa]; leche enriquecida en calcio mediante la
adicion de un 33% de calcio a partir de leche concentrada, marcada con “*Ca como
*2CaCl (Leche CON); leche conteniendo 5g de FOS/L (Ebro-Puleva, Espafia; ver
composicién en la Tabla 2) marcada extrinsecamente con “*Ca como “?CaCl (leche
FOS); y leche suplementada con 2 g fosfopéptidos CE 90 CPP/L (DMV International,
Holanda) con la siguiente composicion: 89.1% proteina (conteniendo 22.5% de CPP),
0.1% grasa, 0.1% carbohidratos, 5.7% cenizas (60 mg de Ca/100 g de producto) y
5% humedad, marcada extrinsecamente con “?Ca como “?CaCl (leche CPP).

Las bebidas lacteas se marcaron con 6 mg de *“*Ca el dia antes del test de
absorciéon y se dejaron durante la noche a 4 °C para permitir el equilibrio entre
isétopo marcado de calcio y el calcio lacteo nativo. La leche MSS también se marco
con 15 mg de *Ca para poder medir de forma especifica la absorcion de calcio a
partir del trifosfato calcico adicionado. Se comprobd la solubilidad de los FOSs y los
CPPs antes de que se adicionaran a las bebidas del estudio, y se disolvieron
completamente en las leches antes de la adicion de los is6topos estables. Los
volumenes administrados de las bebidas del estudio se ajustaron para proporcionar
un total de 268 mg de calcio, teniendo en cuenta el calcio derivado de los
ingredientes adicionados y la dosis de is6topo(s) adicionado. Los volumenes de las
bebidas del estudio oscilaron entre 165 y 224 mL.

Diseio del estudio

El estudio fue controlado, aleatorizado, a doble ciego y cruzado, con 5 periodos
de estudio que correspondieron con las 5 bebidas lacteas ensayadas. Los
voluntarios recibieron instrucciones de seguir con su dieta habitual y prescindir de
alimentos que consumieran de forma excepcional y que no fuesen capaces de
obtener de nuevo durante el resto del estudio. Los voluntarios recibieron
instrucciones de anotar todos los alimentos y bebidas consumidas durante los 4 dias
anteriores al primer test de absorcion, en el dia del test de absorcion y durante los 2
dias (48 h) después de la dosis (7 dias en total). Las anotaciones de alimentos y
bebidas se llevaron a cabo en diarios proporcionados por los investigadores,
empleando medidas caseras. Los voluntarios recibieron instrucciones de revisar sus
diarios y consumir los mismos alimentos y bebidas en las mismas cantidades (en la
medida de lo posible) durante los otros 4 periodos del estudio, excluyendo los



periodos de “lavado” de 2 semanas anteriores al siguiente test de absorcién. Se
realizaron estimaciones de ingesta dietética en las semanas 1 y 11 usando los
diarios completados por los voluntarios. Las ingestas de nutrientes y calcio se
calcularon usando las tablas de composicion de alimentos espafioles publicadas
(27), En el dia 1, antes del primer periodo de estudio, y al final del estudio, se
tomaron muestras de sangre de cada voluntario para determinar las concentraciones
de 25-hidroxivitamina D [25(OH)D] y hormona paratifoidea intacta (iPTH). Las
caracteristicas de los sujetos del estudio se muestran en la Tabla 3.

En el dia 2, después de un periodo de ayuno nocturno, los voluntarios ingirieron
uno de los 5 productos lacteos que se especificaron anteriormente, junto con un
desayuno ligero que consistia en 2 tostadas de pan blanco con mantequilla y
mermelada (conteniendo 59 mg de calcio total, excluyendo el calcio de la bebida
test). Entre 30 min y 1 hora después de la administracion oral del producto lacteo, se
inyecté 1 mg de “*Ca (en forma de *“*CaCl) en la vena antecubital por un periodo de
20 min y bajo supervision médica. En este tiempo y durante las 3 h siguientes no se
permitié a los voluntarios que consumieran ningun tipo de alimento o bebida, con
excepcion de agua desionizada. Desde el dia 1 (24h antes del dia del ensayo con la
bebida lactea) hasta el dia 4, se recogieron muestras de orina de 24 h en
contenedores lavados con acido. Una vez finalizados los dias de recogida de orina,
los voluntarios entraron en una fase re “lavado” de 2 semanas de duracion, antes de
comenzar con un nuevo periodo de ensayo. Las alicuotas de orina se mantuvieron a
— 80 °C hasta que se llevaron a cabo los analisis.

Preparacion de las muestras de orina

Las muestras de orina se descongelaron y se mezclaron vigorosamente usando un
mezclador vortex. A esta mezcla se afadieron aproximadamente 2 mL de una
solucion 7.2 M de HNO; y 0.5ml de H;O, (ambas Ultrapure grade, Merck,
Lutterworth, Reino Unido) y se las dejo reaccionar durante la noche a temperatura
ambiente. Las muestras se irradiaron a 90 °C durante 40 min en un sistema cerrado
de digestion ultravioleta (Modelo 707, Metrohm, Herisau, Suiza) hasta completa
digestion. Los digeridos claros se transfirieron a viales de Teflén lavados con acido y
se evaporaron a sequedad bajo una lampara de 1-kW en una campana de flujo
laminar.

Medidas de calcio, hormona paratifoidea intacta, y 25-hidroxivitamina D

El calcio total se midid en todos los alimentos e ingredientes mediante
espectrometria de absorcion atémica (AAS) como se describe en (25). El contenido
de calcio total de las muestras de orina se analiz6 usando un AAS de llama (modelo
3300, Perkin-Elmer, Norwalk, CT) después de una dilucion (1:25 o 1:50 segun se
requeriese) con 0.5% de La (como solucion de cloruro de Lantano). Los estandares
se prepararon usando soluciones estandar de AAS (1g Cal/L; VWR Internacional Ltd,
Poole, Reino Unido; 1 g Na/L; Fluka; Sigma-Aldrich Company Ltd, Gillingham, UK)
empleando cociente 1:3:5 como se describe en (25). Todas las muestras se
analizaron por duplicado, y controles de orina certificados (Lyphochek, Quantitative
Urine Control, Level 1-62161, Bio-Rad) se analizaron con cada batch. La media de
todas las muestras analizadas por duplicado (51.5 + 1 mg/L) se correspondieron bien
con la concentracion certificada de calcio (48mg/L, range 43-53mg/L). iPTH se midio
en suero por quimioluminiscencia (DPC, Los Angeles, CA) usando 2 anticuerpos
marcados obtenidos frente a los fragmentos N- y C- terminales de la hormona.



25(0OH)D se midi6 en suero mediante radio-inmunoensayo empleando un Kit
comercial (Biosource Internacional, Inc, Camarillo, CA).

Analisis por espectrometria de masas y calculo de la fraccion de absorcion

Los cocientes isotdpicos se midieron con un espectrometro de masas single-
focus con multicolector (Isoprobe; Micromass, Manchester) usando un sistema de
introduccion de muestra Aridus con nebulizador microconcéntrico T1H (Cetac,
Omaha, NE). Se usd NIST915, un carbonato célcico (clinico), para bracketing de
cada muestra experimental y la precision de las medidas se optimizé por
normalizacion de los ratios con ratios de isétopos conocidos (28).

La fraccion de absorcion de calcio (FA) se calcul6é a partir del ratio de las masas
de los is6topos estables administrados por via oral (**Ca y **Ca) e intravenosa (**Ca)
medidos en orina, expresados como fraccion de la dosis administrada. Esta técnica
asume que el isétopo administrado por via oral, una vez absorbido, sigue la misma
cinética de el is6topo administrado por via intravenosa y el calcio natural. Para
calcular las fracciones molares de cada fuente de calcio presente en las muestras de
orina se empleod una técnica de inversion matriz 529). El uso de la técnica del is6topo
dual que las fuentes de calcio fueron orales (**Ca y **Ca), intravenosa (**Ca), y
abundancia natural. Se calcul6 la fraccion de absorcidon de calcio verdadera segun
las siguientes ecuaciénes (30):

42 43
TFA — 43Cwaomlimasaenorina = Cadosisiiv Ecuaci(r)n 1
Caiv7 masaenorina Cadosis _oral
44 43
TFA = 4faomlimasaenorina o Cadosls iv Ecuacién 2’
Cai\L masaenorina Cadosls oral

donde TFA=fraccidén de absorcién de calcio verdadera, iv=intravenosa.

Aunque la orina se recogio en “pools” de 24-h durante 3 dias después de la dosis,
el calculo de la fraccion de absorcion se llevo a cabo en las orinas del dia 2 (24-48 h)
ya que el porcentaje promedio de enriquecimiento de los isétopos administrados por
via oral *Ca y **Ca en el dia 3 (48-72h) se encontré estar por debajo de los limites
aceptables de deteccion. De esta forma también se elimind cualquier error potencial
en la estimaciéon de la absorcion de calcio que puede resultar del tiempo transcurrido
en el equilibrio cinético de la dosis oral y la intravenosa durante las primeras 24-h
después de la dosis. Todas las muestras de orina del dia 2 se analizaron por
triplicado, y el nivel de enriquecimiento necesario para proporcionar limites
aceptables de certeza en el calculo de la fraccion de absorcién se asegur6é usando
como base estudios previos (31)

Anadlisis estadistico



Para evaluar las diferencias en la absorcion de calcio a partir de las 5 bebidas del
estudio se aplicé un analisis de varianza de medidas repetidas, seguido de un test
post hoc de Tukey. Se emplearon test pareados de t para evaluar las diferencias en
iPTH , 25(OH)D, indice de masa corporal, e ingesta de nutrientes. Los datos se
expresan como medias + EEM (error estandar de la media), y se considero
significativo a un valor de P<0.05. Para realizar en analisis estiptico se empleo
software SPSS (version 11.5; SPSS Inc, Chicago, IL)

RESULTADOS

Todos los participantes finalizaron el estudio, y el cumplimiento fue bueno. En la
Tabla 3 se muestran las caracteristicas de los sujetos, incluyendo concentraciones
séricas de iPTH , 25(OH)D vy la ingesta diaria promedio de calcio y otros nutrientes.
No se detectaron diferencias significativas en las concentraciones séricas de iPTH y
25(0OH)D al principio y final del estudio (P>0.05), ninguno de los sujetos poseia
concentraciones séricas de 25(0OH)D que indicasen deficiencias de vitamina D (<25
nmol/L), y el intervalo de valores encontrados fue relativamente estrecho (32.9-
71.4nmol/L). No se encontraron cambios significativos en la ingesta de nutrientes o
calcio a lo largo del estudio (P>0.05). Los datos recogidos al principio y al final del
estudio, a partir de los diarios de ingesta de alimentos y bebidas mostraron una
ingesta promedia de calcio de 913mg/dia (intervalo entre los sujetos 690 a
1287mg/dia)

La precision intra-ensayo (%CV, coeficiente de variacion) de los ratios de isétopos
en las muestras enriquecidas con isétopos, de acuerdo con los analisis por triplicado,
fue de 0.07+ 0.07% para *?Ca/*°Ca, 0.14+ 0.14% para **Ca/*’Ca, y 0.19+ 0.17% para
*Ca/*°Ca. El enriquecimiento en **Ca varié desde un promedio del 12.2% a las 24
horas después de la dosis hasta el 6.4% a las 72 horas después de la dosis. El
enriquecimiento promedio mas bajo detectado para *“*Ca y **Ca medido en las
muestras de orna del dia 3 fue del 2.5%. Debido al bajo enriquecimiento en calcio de
las muestras de orina del dia 3, los resultados estan basados en los datos de las
muestras de orina del dia 2.

Los valores de absorcion de calcio obtenidos a partir de las 5 bebidas del ensayo
se muestran en la Tabla 4. El porcentaje promedio de los valores de absorcion de
calcio obtenido a partir de las 5 bebidas del estudio se encontré dentro del intervalo
de valores publicado para la leche —es decir 13.5-40.4%. La absorcién de calcio a
partir de las leches fortificadas con calcio (leches MSS y CON) fue similar al que se
encontré para la leche. Sin embargo, la absorcién de calcio a partir del trifosfato
calcico (marcado con **Ca) afiadido a la leche MSS fue significativamente mayor
(27.5+7.6%; P=0.003) que la leche control (24.5+7.3%), tal y como se muestra en la
Tabla 4. La absorcion de calcio a partir de la leche FOS (25.615.5%) respecto de la
leche control fue casi significativamente diferente pero no mostré diferencias
estadisticamente significativas (P=0.055). No se encontraron diferencias en la
absorcién de calcio lacteo entre las leches control y CPP.

DISCUSION
La ingesta adecuada de calcio es critica para alcanzar un pico éptimo de masa
O0sea, y también influencia la tasa de pérdida de masa o6sea asociada al



envejecimiento. Para una ingesta éptima de calcio se recomiendan fuentes de calcio
procedentes de los alimentos (7) ya que previenen trastornos en el balance de
minerales y aportan otros nutrientes que desempeinan un papel en el mantenimiento
de la salud ésea. Aunque los producto lacteos, naturalmente ricos en calcio,
constituyen la mayor fuente de calcio altamente disponible de la dieta, la fortificacién
podria aportar significativamente mas calcio y por lo tanto ayudar a los consumidores
a alcanzar una ingesta 6ptima de calcio. Sin embargo, el uso de diferentes sales de
calcio en productos fortificados deberia de evaluarse en términos de disponibilidad
de calcio.

El objetivo del presente estudio fue la evaluacién de la absorcién de calcio a partir
de leche, leche adicionada de calcio lacteo y sales de calcio, leche concentrada, y
leche suplementada con FOSs o CPPs. Se empled la técnica del doble marcaje con
isétopos estables para estimar de forma exacta la fraccion de absorcidon de calcio a
partir de muestras de orina recogidas 24-48 h después de la dosis (muestras de
orina del dia 2). Se observaron diferencias entre el porcentaje de absorcion calculado
a partir de las muestra de orina recogidas el dia 1 (0-24 h) y las del dia 2 (24-48 h)
para algunos voluntarios, aunque no todos (datos no mostrados). Estas variaciones
son muy probablemente debidas a las pequefias diferencias iniciales en las tasas de
excrecion del is6topo administrado por via oral e intravenosa (32). La motilidad
intestinal va a afectar al tiempo requerido para que la absorcidn se complete,
especialmente teniendo en cuenta el hecho de que el calcio puede absorberse en las
partes mas distales del tracto gastrointestinal, como el colon (33).

La absorcién media de calcio a partir de las distintas leches usadas en el estudio
oscilo entre el 22.915.8% y el 27.5+7.6%, en consonancia con los valores de
absorcion de calcio previamente descritos por nuestro grupo de investigacion (32) y
otros grupos (34-37). Debido a que la absorcion de calcio depende de la carga
(“load”) total de calcio (38), las 5 bebidas ensayadas en nuestro estudio se ajustaron
en volumen para contener la misma cantidad de calcio total. El calcio marcado
extrinsecamente supuso el 2.2% del calcio contenido cada una de las bebidas
lacteas del ensayo excepto en el caso de la leche MSS que contenia un 5.6% de
calcio adicional en forma de *Ca. Una estrategia valida y generalmente aceptada
para estudiar la absorcidn de calcio a partir de leche es el uso del marcaje extrinseco
con calcio. El estado fisicoquimico del calcio en la leche de vaca es tal que la marca
[el is6topo estable en este caso] se intercambia virtualmente con todos los sitios de
union del calcio de la leche, independientemente de su estado fisico y sus ligandos
quimicos (39) y, por lo tanto, la cuantificacion en orina de incremento de la
concentracion del isétopo que se ha anadido a la leche como marcaje, representa la
absorcion verdadera del calcio en la bebida.

La leche MSS, que contenia una combinacion de soélidos lacteos y una sal de
calcio asequible (trifosfato célcico), contenia un tercio mas de calcio que la leche
estandar (la control). El trifosfato calcico es una fuente comun de calcio que se
emplea para la fortificacion de alimentos (39), y el 45% del calcio lacteo esta en
forma de trifosfato calcico del fosfocaseinato, que es insoluble y coloidal y se libera
durante la digestion (40). Nosotros adicionamos un 15.5% de calcio a la leche MSS
en forma de trifosfato calcico para alcanzar una concentracién de 160 mg de calcio
por 100 mL de leche. Cantidades adicionales a éstas originaban un producto con
baja estabilidad. La combinacion de la sal de calcio y los solidos lacteos usados para



la fortificacion con calcio, en vez de usar unicamente sélidos lacteos, también redujo
un 10% el contenido en proteina de la leche MSS. La reduccion del contenido de
proteina lactea de la dieta también puede reducir la pérdida de calcio por la orina, tal
y como se demostrd en un estudio en el cual un producto lacteo con mayor contenido
en calcio y menor contenido en proteina, fésforo y energia se compard con una leche
estandar (41). En nuestro estudio, el porcentaje de calcio absorbido a partir de leche
estandar o leches fortificadas con calcio, que contenian un 33% mas de calcio por
unidad de volumen, fue el mismo. Aunque no se observaron ventajas en términos de
fraccion de absorcién de calcio, la ingesta con una comida de un 30% de volumen de
las leches fortificadas origind la absorcion del mismo porcentaje de calcio

Trabajos anteriores han mostrado que sales inorganicas y organicas de calcio,
incluyendo el trifosfato calcico, el carbonato calcico, y el citrato calcico, muestran
esencialmente la misma fraccién de absorcion cuando se han testado en humanos, a
pesar de poseer solubilidades muy diferentes en soluciones acuosas, lo que sugiere
que la absorbabilidad de calcio a partir de alimentos esta influenciada principalmente
por otros componentes del alimento (42)

La absorcidon de calcio a partir del trifosfato calcico que se adicioné la leche MSS
fue significativamente mayor (P=0.003) que el calcio de la leche. La mayoria de los
ensayos controlados en humanos no han mostrado diferencias entre la fraccion de
absorcion de calcio total a partir de leche y a partir de sales de calcio (35, 36, 43, 44),
con algunas excepciones como el mayor porcentaje de absorcion de calcio a partir
de pan fortificado con sulfato de calcio (45) y el menor porcentaje de absorcion de
calcio a partir de una leche de imitacién de soja fortificada con trifosfato calcico
cuando se compard con leche (39). Estos resultados subrayan la influencia de la
matriz del alimento en la absorbabilidad del calcio. Nuestro estudio muestra una
absorbabilidad superior de la sal de calcio en la leche fortificada, pero las diferencias
fueron relativamente pequenas podrian tener poca importancia nutricional.

En nuestro estudio, la ingesta de una unica dosis de 1.1 g de FOSs administrados
en leche originé un incremento marginal en la absorcién de calcio (P=0.055) respecto
de la leche control. Algunos estudios en humanos, empleando is6topos estables,
mostraron efectos positivos de la lactulosa, la inulina, FOSs y galactooligosacaridos
en la absorcion de calcio, pero estas sustancias se administraron en mayores
cantidades (5-20 g/dia) y por un periodo mas extenso de dias o semanas (16-18).

Los FOSs de corta cadena, principalmente aquellos con 3 monémeros como los
GF2, son usados preferentemente por las bifidobacterias y los lactobacilos para la
produccion de acidos grasos de cadena corta (46, 47). La mezcla de FOS empleada
en nuestro estudio era especialmente rica en estructuras GF2 (>55%; 90%
GF2+GF3), los que podria explicar las tendencias observadas, a pesar de las bajas
cantidades adicionadas a la leche FOS. Aunque la produccion de acidos grasos de
cadena corta pueden originar un incremento en las rutas de transporte de calcio
paracelulares y transcelulares, otra explicacién posible para la tendencia ascendente
observada es la induccion del transporte activo de calcio, ya que estudios animales
han demostrado que los oligosacaridos no digeribles pueden inducir calbindin-9k en
el intestino (14, 15). Sin embargo, el presente estudio no se disefid especificamente
para investigar los efectos favorecedores de los FOSs, sino para testar si cantidades
reducidas de FOS de cadena corta adicionados a un vaso de leche producirian



alguna diferencia respecto de la absorcién de calcio. Un disefio de estudio
empleando diferentes cantidades de FOSs deberia de emplearse para responder a
este punto.

Los CPPs parecen poseer la gran capacidad de formar complejos solubles con
calcio al pH del lumen intestinal, un hecho que parece explicar el efecto promotor de
la absorcion pasiva de calcio (23). Los pocos estudio humanos publicados
empleando alimentos suplementados con CPP sugieren que la cantidad de CPP en
la bebida lactea (87 mg) fue posiblemente demasiado reducida para producir un
efecto significativo en la absorcién de calcio (CPP : calcio =0.32). En otros estudios
se han empleado cantidades mucho mayores, aunque los resultados son
controvertidos: por ejemplo, la suplementacién de productos lacteos o de pan con 1 g
de CPPs no produjo ningun efecto significativo en la absorcion de calcio (22, 23),
mientras que la incorporacion de lamisca cantidad en cereales de base arroz mostro
efectos significativos (21). Diversos factores, tales como la matriz del alimento, el
estado nutricional y fisiolégico de los sujetos, y el ratio CPP/calcio (48), claramente
ejercen una influencia en los efectos de los CPP en la absorcién de calcio y se
necesita de mas investigacion en este area.

Este estudio apoya el uso de leches enriquecidas en calcio como fuentes buenas
de calcio absorbible. La absorcion de la sal de calcio a partir de la leche
suplementada es comparativamente mayor respecto del de la leche estandar. Las
cantidades adicionadas, relativamente reducidas, de FOSs o CPPs no produjeron un
incremento en la absorcion de calcio. Para comprobar la efectividad de los costes y
los beneficios de salud publica producidos, se necesita de mas investigacion para
evaluar los efectos producidos por el consumo de leches suplementadas con calcio
durante diferentes periodos de tiempo, en diferentes poblaciones, y con varios
patrones de ingesta.
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Tabla 11. Composicion de las leches semi-desnatadas (1.9% de grasa) usadas en el
estudio

Control leche MSS leche CON leche FOS leche CPP

Energia (kcal /100 mL) 46.5 53 56 46.5 46.5
Proteina (g/100mL) 3.1 3.9 4.3 3.1 3.1
Carbohidratos (g/100mL) 4.7 5.8 6.3 4.7 4.7
Grasa (g/100mL) 1.9 1.6 1.6 1.9 1.9
Calcio (mg/100mL) 120 160 160 120 120
Vitamina A (ng/100mL) 120 120 120 120 120
Vitamina D (ug/100mL) 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75
FOS (g/100 mL) - - - 0.5 -
CPP (g/100 mL) - - - - 0.2

1Control, leche semidesnatada (1.9% de grasa); leche MSS, leche enriquecida con calcio a
partir de solidos lacteos y trifosfato calcico; leche CON, leche enriquecida con calcio a partir
de leche concentrada; leche FOS, leche supplementada con fructooligosacaridos (FOSs);
leche CPP, leche suplementada con fosfopéptidos de caseina (CPPs).



Tabla 2. Composicion de los fructo-oligosacaridos (FOSs) suplementados en la leche
FOS usada en el estudio’..

Contenido en carbohidratos (% of DM): >99.5
FOS (% de DM) >95
GF; (% de DM): > 55
GF; (% de DM): >33
GF4 (% de DM): >6.5
Glucosa + Fructosa +Sacarosa (% DM): <5
Materia seca (DM) (%): 72
Cenizas (% w/w): <0.1

1DM, material seca; G, galactosa; F, fructosa



Tabla 3. Caracteristicas de los sujetos’

Mean SD Range

Edad (afios) 28.7 3.7 24-26
IMC (Kg/m?) 22.3 1.7 19.5-26
iPTH sérica (pg/mL) 35.1 82 16.6-52.1
25(OH)D sérica (nmol/L) 56.3 9.3 329-714
Ingesta energética (kcal) 2248 344 1522-2723
Ingesta proteica (g/d) 81.4 14.2 53-112
Ingesta de grasa (g/d) 92.0 15.0 62-135
Ingesta de carbohidratos (g/d) 266.6 41.7 184-362
Ingesta de Calcio (mg/d) 913.0 189.0 690-1287

" Todos los valores son promedio + SD; intervalo entre paréntesis. n=15. iPTH, hormona
paratifoidea intacta; 25(OH)D, 25-hidroxivitamina D. Los valores se calcularon a partir de los
diarios de recogida de datos de ingesta.



Tabla 4. Absorcion promedio de calcio a partir de las 5 leches semidesnatadas
(1.9% grasa) medidas en muestras de orina de 24 horas recogidas en el dia 2 (24-48
h después de la dosis”)

Control leche MSS leche CON leche FOS leche CPP

Ca lacteo (42Ca) TCP (44Ca)

Media (%) 24.5 23.8 27.52 24.1 25.6° 22.9
+ SD 7.3 7.4 7.6 6.0 5.5 5.8
%CV 29.9 31.1 27.6 25.1 21.5 25.2

Intervalo 14.9-37.4 16.3-37.9  13.5-40.4 15.4-34.8 16.3-35.6 12.9-32.7

'<n=15. Control, leche semidesnatada (1.9% de grasa); leche MSS, leche enriquecida con
calcio a partir de solidos lacteos y trifosfato calcico (TCP); leche CON, leche enriquecida con
calcio a partir de leche concentrada; leche FOS, leche supplementada con
fructooligosacaridos (FOSs); leche CPP, leche suplementada con fosfopéptidos de caseina
(CPPs)

23 Significativamente diferente respecto a la leche control (ANOVA de medidas repetidas y
test de diferencias significativas post hoc de Tukey de p< 0.01, " p=0.055 versus the control
milk (RM-ANOVA, Tukey’s HSD post hoc test.

2p<0.01
3P=0.055



