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Zinc (Zn) is an essential micronutrient for humans and other organisms. It participates in the activity
of more than 300 enzymes and in important cellular processes such as cell division and apoptosis, as
well as cellular signaling. The concentration of Zn in humans is highly regulated, and alterations in Zn
homeostasis have been associated with several diseases including diabetes. Zn supplementation in hu-
mans and other mammals has been associated with improved glycemic control in both type I and t type
2 diabetes mellitus, however the underlying molecular mechanisms involved in this process have not
yet been fully elucidated. Zn appears to have a key role in insulin biosynthesis and activity, mainly by
decreasing the production of certain cytokines such as IL-1f and IL-6, associated with pancreatic § cell
death during the inflammatory process characteristic of type 2 diabetes. It also improves insulin media-
ted signal transduction in target cells, improving metabolic control. Zn could play an important role in
the development of diabetes mellitus, since a genetic polymorphism of the Zn transporter ZnT-8 may be
associated with an increased risk of type 2 diabetes. In this article we analyze the available information

Aceptado: 26 de marzo de 2012

76

supporting the therapeutic use of Zn as a coadjutant in the metabolic control of diabetes mellitus.
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Introduccion

| origen de la diabetes mellitus (DM) se debe a un

defecto en la secrecion de insulina por parte de la

célula B (islotes de Langerhans) en el pancreas, una
alteracion en el receptor de insulina o alteraciones a nivel
post-receptor en las células blanco de los diferentes tejidos
donde esta actiia'. En el desarrollo de la DM participan di-
versos factores de riesgo, tales como genéticos, metabolicos
y/o ambientales?. Por otro lado, el zinc (Zn) es un nutriente
(micronutriente) de caracter esencial para el ser humano; el
Zn tiene un rol clave en un importante nimero de procesos
fisioldgicos entre los que destacan; regulador y componente
de mas de 300 enzimas, division, proliferacion, apoptosis y
sefializacion celular. Esta situacion determina que una alte-
racion en el estado nutricional del Zn (homeostasis) puede
contribuir al desarrollo de diversas patologias, especialmente
las cronicas no transmisibles®. El Zn tiene una participacion
relevante en la fisiologia de la célula B, regulando diversas
vias metabolicas; entre las que destaca la expresion génica de
la insulina®, siendo asi que diversos investigadores plantean
que el Zn tendria una participacion significativa en la pre-
vencion de desarrollar DM2, mediante la regulacion que este
ejerceria en el metabolismo de la insulina®®.

En el siglo pasado, desde finales de los afios 30 varias in-
vestigaciones establecieron que en el pancreas de cadaveres
de diabéticos los niveles de Zn eran un 50% menos en com-
paracion con los niveles de Zn observados en caddveres de
sujetos no diabéticos’. Cuarenta aflos mas tarde, se demostrod
en roedores que una dieta deficiente en Zn producia una dis-
minucién en la liberacion de insulina frente a una carga de
glucosa, y una disminucion en el contenido de pro-insulina
en las células-B*. En la DM es posible observar una reduccion
en los niveles plasmaticos de Zn, donde una deficiencia im-
portante de este nutriente podria inducir un agotamiento en
la actividad de diversas células, entre ellas las células-p>¢8°,

En varios modelos genéticos (roedores) para DM2 se han
evidenciado disminuciones en los niveles pancreaticas de
Zn'’, es asi como la suplementacion con Zn en ratones db/
db (mutantes para el receptor de leptina) permite aumentar
los niveles de insulina pancreatica, y una disminucion en la
hiperglicemia e hiperinsulinemia, sugiriendo un rol del Zn
en la funcién pancreatica''. En el caso de los ratones 0b/ob
(mutantes para el gen de leptina) la suplementacion con Zn
genera resultados similares a los observados en los ratones
db/db°. Ademds, en los ratones db/db cuando la dieta es de-
ficiente en Zn se observa hiperglicemia en ayunas con bajos
niveles de insulina circulante®. Ademas, el Zn podria mejorar



la sensibilidad a insulina, actuando como potenciador de las
vias de sefalizacion insulinica para el transporte de gluco-
sa'2, Especificamente mediante la inhibicion de la forforila-
cion del receptor de insulina (fosforilacion de los aminoaci-
dos serina y treonina), lo cual permite mantener la actividad
del receptor y la cascada de sefiales metabdlicas necesarias
para lograr una respuesta adecuada frente a un aumento en
la glicemia®.

Metabolismo del Zinc y DM2

Desde que el Zn fue relacionado con la DM2 a raiz del
descubrimiento, de que el este formaba parte del complejo
insulinico' se han realizado multiples estudios tanto en ani-
males como humanos DM2, con el fin de comprender me-
jor como el metabolismo del Zn interactua con la DM2. El
hallazgo mas consistente, tanto en animales como humanos
DM2 es el aumento de la excrecion urinaria de zinc, feno-
meno descrito como hiperzincuria'®. En humanos, al parecer
existen diferencias de género en el metabolismo de Zn, dado
que las mujeres diabéticas presentan una mayor excrecion
urinaria de zinc que los hombres diabéticos'®. Hasta ahora, la
causa de la hiperzincuria en animales y humanos diabéticos
no ha sido claramente identificada, pero varios estudios indi-
can una correlacion entre el aumento en la excrecion urinaria
de Zn con el aumento en el volumen de orina, poliuria y diu-
resis osmotica, todos sintomas de la DM2!'*!". La hipergli-
cemia, glucosuria y proteinuria son otros factores asociados
al hecho de que la poliuria tenga una influencia directa en
la excrecion urinaria de Zn, todo generado a consecuencia
de la diuresis osmotica gatillada por la hiperglicemia que se
observa en los individuos DM2. Estos resultados se susten-
tan en que individuos DM2, frente a una disminucién en los
niveles plasmaticos de glucosa presentan una disminucion
en la excrecion urinaria de Zn'®. Ademas de la hiperzincuria,
otros mecanismos que podria explicar un menor contenido de
Zn, corresponde a los cuadros inflamatorios cronicos a nivel
intestinal, donde el Zn forma un complejo unido a proteinas,
lo cual disminuye su absorcién y aumenta su excrecion in-
testinal”®. Elementos como calcio, magnesio y otros cationes
bivalentes, fitatos, fibra, fosfatos y otros agentes quelantes
pueden interferir en la absorcién de Zn y posteriormente lle-
var a un aumento en la excrecion intestinal de Zn?.

La pérdida urinaria de Zn en pacientes con DM2 sugiere
que estas no pueden ser compensadas con un aumento en la
absorcion o una disminucién en las perdidas fecales, de he-
cho un estudio donde utilizaron los niveles de Zn plasmatico
como indicador del estado de Zn en animales y pacientes con
DM2, se demuestra una disminucion en su contenido?'. Sien-
do posible establecer que el grado de disminucion de los ni-
veles de Zn en plasma, pueden ser utilizados como un indica-
dor de la progresion en la enfermedad en pacientes DM1 y 2.
La DM2 generalmente se asocia con una disminucion en los
niveles plasmaticos de Zn, mientras que en la DM1 se obser-
van una situacion distinta, donde los niveles plasmaticos es-
tan elevados®. Situacion que podria ser explicada por la des-
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truccion repentina de células pancreaticas B, lo cual provoca
una liberacion de Zn al plasma. La interpretacion del aumen-
to en los niveles plasmaticos de Zn en la DM1, a pesar de la
hiperzincuria aun no esté totalmente aclarada, pero si se ha
podido establecer que los niveles plasmaticos de Zn podrian
depender de la duracion de la DM1, observandose mayores
niveles al inicio de la DM1, cuando ocurre la destruccion de
las células B, y una disminucion progresiva, hasta llegar a
niveles donde la hiperzincuria supera la capacidad de libera-
cion de Zn desde el pancreas, sugiriendo una pérdida de Zn
desde otros tejidos*. Esta hipotesis se apoya en el hallazgo
de una correlacion negativa entre la duracion de la DM1 y los
niveles plasmaticos de Zn?*. Ademas de tener en cuenta que
los niveles de Zn plasmaticos no son un buen indicador de su
estado nutricional. Sin embargo, la diferencia en los niveles
plasmaticos de Zn entre la DM1 y DM2, no se observa al
medir la concentraciéon de Zn en leucocitos humanos, donde
los niveles de Zn estan disminuidos tanto en la DM1 como
en la DM222%, Esta diferencia en los niveles de Zn, queda
demostrada no s6lo a nivel plasmatico, sino que también en
otros tejidos, es asi como un estudio en ratas, donde se indujo
DM1, se observo una disminucion en la concentracion de Zn
en higado y rifién, pero un aumento en el tejido d6seo®. De
acuerdo a estas diferencias, en un estudio realizado en rato-
nes db/db se observo una disminucion en los niveles de Zn en
hueso. Estos datos fueron confirmados en otro estudio reali-
zado en ratas (GK) donde se indujo DM2, donde ademas de
una disminucién en los niveles de Zn en hueso, se determiné
esta misma situacion en rifiones, testiculos y tejido adiposo,
mientras que aumento el contenido de Zn en bazo, pancreas y
prostata, lo cual indica que durante la diabetes y su evolucion
se produce una redistribucion corporal de Zn?. En todos es-
tos modelos, la hiperzincuria disminuye cuando disminuyen
los niveles plasmaticos de glucosa. La elevada concentracion
de Zn en algunos tejidos que se observa en los distintos tipos
de DM podria ser atenuada por la insulina, lo cual conduce a
la hipotesis de que la hiperglicemia sumada a otros trastornos
hormonales que ocurren durante el transcurso de la DM par-
ticipan directamente en la hiperzincuria y los cambios en las
concentraciones de Zn en distintos tejidos, esta hipotesis fue
fortalecida en varios estudios, uno de ellos demostro que los
niveles de Zn plasmaticos en sujetos diabéticos y controles
disminuyeron tras la administracion oral de glucosa?’, y otro
establecid una correlacion negativa entre los niveles plasma-
ticos de Zn y la duracién de la DM1 y 2. Estos datos demues-
tran claramente que el metabolismo del Zn se ve alterado en
la DM1 y DM2, dejando como un posible blanco terapéutico
la suplementacion con Zn en la DM.

Rol del zinc en la fisiologia de la célula B

El pancreas es un organo que presenta un importante
contenido de Zn, ubicandose en su mayoria en los islotes
pancreaticos, y los cambios en los niveles intracelulares de
Zn libre se producen en respuesta a estimulos externos, ta-
les como un aumento en las concentraciones plasmaticas de
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glucosa®. Hace varias décadas se demostrd que adicionar Zn
en una solucidn intravenosa con insulina disminuia el tiempo
necesario para ver el efecto de la insulina®. En las células
B, el Zn es esencial para el correcto procesamiento, alma-
cenamiento y secrecion de insulina®. La concentracion de
Zn en el pancreas esta considerablemente aumentada en los
granulos donde se almacena la insulina para su posterior se-
crecion, permitiendo establecer que el Zn, esta involucrado
en el metabolismo de la insulina, almacenamiento y tiempo
de accion?®!. Durante las primeras etapas de la DM2, el exceso
de secrecion de insulina, en combinacién con la hiperzincu-
ria puede agotar las reservas de Zn de la célula B3>,

Aunque el Zn generalmente se conoce como un supre-
sor fisioldgicos de la apoptosis, un estudio realizado células
(MIN6) indico que el Zn puede inducir apoptosis en de la
célula B*. Sin embargo, en condiciones fisiologicas esta si-
tuacion no ocurre, de hecho el Zn es un importante co-factor
para enzimas antioxidantes (especialmente la SOD Cu/Zn),
y es asi como los niveles de enzimas antioxidantes estan au-
mentados en la célula B*°. Curiosamente estudios recientes en
polimorfismos de metalotioneina (MT) han vinculado un in-
adecuado metabolismo del Zn y el desarrollo de DM2, lo que
sugiere que el metabolismo adecuado de Zn es un mecanismo
necesario para el control de la glicemia®. Estudios realiza-
dos en ratas sugieren que complejos Zn-MT proporcionarian
citoproteccion a la célula B contra el dafio oxidativo durante
la deficiencia de Zn*’. Frente a estos antecedentes el Zn pro-
bablemente también regula la secrecion de glucagon de las
células a del pancreas, lo cual generalmente esta inhibido du-
rante la hiperglicemia y estimulado durante la hipoglicemia.
El Zn inhibe la secrecion de glucagon, de hecho la secrecion
de Zn durante la hiperglicemia, parece ser una sefal para las
células o para suprimir la secrecion de glucagdn’.

Mecanismos celulares de transporte
de Zinc

En las células, el contenido de Zn ademas de estar es-
trictamente regulado, sus concentraciones varian significati-
vamente, es asi como por lo general, la concentracion intra-
celular de Zn libre es del orden pico a nano molar, mientras
que en plasma en contenido de Zn total es del orden micro a
molar. El contenido celular de Zn es regulado por proteinas
de transporte, y hoy en dia se sabe que existen diferentes
proteinas involucradas en su transporte, siendo en la actua-
lidad tema de particular interés*®. En bacterias y plantas en
el transporte de Zn participan algunos transportadores de-
pendientes de H", Na*, Ca*?, bomba Na'/K*/ATP asa, pero
en células de mamiferos esto atin no ha sido probado, por el
contrario los antecedentes actuales sostiene la participacion
activa de un familia de transportadores especificos de Zn (*).

Transportadores de la familia ZnT y ZIP

El nivel celular de Zn esta estrictamente regulado por dos
familias de transportadores. La familia ZnT (SCL30A), cuya
funcion es exportar Zn al espacio extra celular o incorporar

Zn a determinados compartimentos celulares, lo cual reduce el
contenido citoplasmatico de Zn*’. La familia ZIP (SLC39A),
cuya funcion es importar Zn al intracelular o sacar Zn de
determinados compartimentos celulares, lo cual aumenta la
concentracion citoplasmatica de Zn*!. Hasta la fecha se han
identificado 14 miembros en la familia de transportadores ZIP,
mientras que para la familia ZnT se han identificado 10 miem-
bros. Los transportadores ZIP presentan ocho dominios trans-
membrana, mientras que los transportadores ZnT tienen so6lo
seis. En ambos transportadores el Zn se une a la histidina, y
algunas isoformas de estos transportadores también presentan
afinidad por otros metales, como el cadmio, manganeso, cobre
y hierro, lo cual puede inhibir el transporte de Zn*. Tanto la
expresion, como el traslado de estas proteinas de transporte
es regulada por el propio Zn***. La especificidad tisular de
estos transportadores también varia, encontrandose algunos en
mas de un tejido (tanto ZIP como ZnT) y otros ubicados en
tejidos especificos. Estos transportadores pueden residir tanto
en la membrana plasmatica, como en la membrana de distintos
organelos*. La importancia fisiologica de estos transportado-
res se subraya en condiciones fisiopatologicas, tales como la
acrodermatitis enteropatica, trastorno autosomico recesivo,
que produce una severa deficiencia en la absorcion de Zn en
el intestino a causa de multiples mutaciones en el transporta-
dor ZIP4*%. Ademas, una mutacion en el trasportador ZnT2
ha sido relacionada con una deficiencia neonatal transitoria
de Zn, caracterizada por un bajo contenido de Zn en la le-
che materna***>*, En pancreas de roedores se han identifica-
do los transportadores ZIP1-8 y ZIP14, en pancreas humano
(mediante Northern blot) se ha detectado el RNAm de ZIP1 y
ZIPS, en islotes de ratones se expresan ZIP1 y ZIP9, mientras
que ZIP1, ZIP8, ZIP9 y ZIP14 se expresan en gran cantidad
en linea celular pancreatica MING (ratones y humanos)*. Del
mismo modo, ZnT1 y ZnT4-9 se expresan en linea celular
pancreatica MING (ratones y humanos), siendo ZnT5 y ZnT8
los mas abundantes*'*2. El RNAm de ZnT1-4 se ha detectado
en islotes de ratas, sin embargo, no se sabe mucho sobre su
papel en el pancreas. ZnT5 se expresa ampliamente, pero es
mas abundante en las células 3 y se ha sugerido que tendria un
potencial para el transporte bidireccional de Zn, y se expresa
tanto en el aparato de Golgi como en los granulos secretores
de insulina®. Hace s6lo unos afios atras, se ha demostrado que
una variante de empalme de ZnT5 se localiza en la membra-
na plasmatica en células de ovario de hamster*. Ademas de
sugerir que ZnT5 seria importante en la maduracion de oste-
oblastos y en la fisiologia cardiaca. En contraste con ZnT5,
ZnTS8 tiene un perfil de expresion Unica que sugiere un papel
fisioldgico primario en las células B-pancreaticas®.

Expresion, localizacién, estructura y variantes
de ZnT8

SLC30A8 (ZnT8) se localiza en el cromosoma 8 en la po-
sicion q24.11. El gen contiene ocho exones, estd formado por
37 kb y codifica una proteina de 369 aminoacidos. El ZnTS§ de
raton y rata comparten el 80 y 76% de identidad con el ZnT8§
humano respectivamente*. ZnT8 estd estrechamente relacio-



nado con ZnT2, ZnT3 y ZnT4, quienes estan involucrados en
el transporte vesicular de Zn. ZnT2 y ZnT8 tienen la homolo-
gia mas alta (53,5%). La expresion de ZnT8 se ha detectado en
monocitos y pancreas, especificamente en los siendo reportada
en lineas celulares de roedores y humanos mediante PCR¥, sin
embargo, algunos estudios indican que ZnT8 podria ubicarse
también en otros tejidos, tales como; adiposo, linfocitos, foli-
culo de la tiroides y corteza suprarrenal®’, donde en el caso de
la DM1 y 2 niveles elevados de citoquinas pueden alterar la
expresion de ZnT8. Estudios recientes indican que ZnT8 es un
dimero formado por dos mondmeros (peso molecular aproxi-
mado de 40 y 90 kDa respectivamente), y que este transporta-
dor presentaria polimorfismos, modificando el orden aminoa-
cidico, siendo posible que triptofano (W) sea reemplazado por
arginina (R) o acido glutamico (Q), lo cual puede afectar la
actividad del transportador. Donde el alelo que codifica para
R325, es quién confiere mayor riesgo de desarrollar DM2, y el
alelo que codifica W325 el de menor importancia. Al parecer
ZnT8 se mayoritariamente se ubica en los granulos donde se
almacena insulina, pero esto alin estd en discusion®2,

La DM2 es una enfermedad multifactorial, donde las
variaciones genéticas juegan un papel importante. Recien-
temente, se identificd un polimorfismo de un solo nucleétido
(Arg325Trp) en un estudio caso control realizado en pacien-
tes DM2, donde identificaron cuatro loci que contienen va-
riantes que confieren un alto riesgo de desarrollar DM2%.

Rol de ZnT8 en las células B-pancreaticas

En un experimento, donde se utiliz6 una linea celular
B-pancredtica (MIN6) y suplementacion de Zn se observo
una sobreexpresion de ZnT8 y un mayor contenido celular de
Zn, lo cual permite examinar el potencial uso de suplementos
de Zn en enfermedades como la DM y revertir la disminucion
de Zn en la célula B*, otros autores demostraron que al inte-
rior de la célula B el Zn se encuentra en la vesiculas donde se
almacena la insulina, planteando una hipdtesis sobre la rela-
cion entre el Zn y el almacenamiento de insulina. Ademas de
demostrar que cuando disminuye el contenido de Zn en estas
vesiculas se altera negativamente la sintesis y secrecion de
insulina**. Un estudio realizado en células a de ratones de-
mostr6é que una sobre expresion de ZnT8 inhibe la secrecion
de glucagdén en un 50%, mientras que una disminucion en su
RNAm, estimula la secrecion de glucagon en un 70%3. Por
lo tanto, ZnT8 puede regular directamente la secrecion de
glucagon como de insulina, quedando pendiente su estudio
en humanos, pasa asi conocer con claridad el rol del Zn y
ZnT8 en los cambios en secrecion de glucagon, sensibilidad
a insulina y la conversion de proinsulina en insulina. Un as-
pecto interesante de analizar es el papel de ZnT8 en la super-
vivencia de la célula B-pancreatica durante la DM2, donde
una sobreexpresion de ZnT8 no induce citotoxicidad adicio-
nal a este tipo de células. Sin embargo, la sobreexpresion
de ZnT8 no protege a la célula B-pancreatica de la muerte
inducida por el agotamiento de Zn, principalmente frente a
la presencia de interleuquinas inductoras de apoptosis, tales
como IL-1 e IL-6.
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Beneficios del zinc en la DM2

El Zn como suplemento nutricional podria tener efectos
beneficiosos en la DM, teniendo en cuenta que este se en-
cuentra disminuido a nivel plasmatico®*. Donde la formacion
de complejos Zn-insulina, seria importante en el metabolismo
de esta hormona y el posterior control de la glicemia***?2. En
ratas deficientes en Zn tanto la biosintesis como la liberacion
estan disminuidas, efecto que se puede revertir una vez co-
rregido el déficit de Zn***", donde ademas es posible observar
una disminucion tanto en el tiempo de respuesta como en los
niveles plasmaticos de glucosa, luego de la administracion
oral de Zn en conjunto con glucosa*®. Un estudio realizado en
modelo animal con DM2 indican un efecto positivo del Zn en
el control de la glicemia, especialmente en indicadores como
HbA1C, lo cual sugiere un efecto en el mediano y largo plazo
del Zn en sujetos con DM2%. Incluso la suplementacion con
Zn en modelos animales donde se induce DM2, permite re-
trasar la aparicion de la enfermedad, donde se puede obser-
var un efecto citoprotector de las células B-pancreaticas®;
otros estudios le otorgan un valor significativo a MT, pero
estos resultados aun no son confiables en su totalidad. Un pa-
pel no menor del Zn en el desarrollo y transcurso de la DM2
es la proteccidon que este ejerce a las células B-pancredaticas,
siendo el Zn un componente fundamental en la citoprotec-
cion frente al estrés oxidativo que se genera en las células
B-pancreaticas durante la DM2. Es asi como algunos autores
plantean que dentro de los factores genético ambientales una
alteracion en el metabolismo del Zn puede ser un factor de
riesgo para el desarrollo de DM1 y 234% Todos estos an-
tecedentes se sostienen en una serie de evidencias que de-
muestran un importante papel del Zn en el metabolismo de la
insulina, desde su biosintesis, liberacion y accion en recep-
tores de células blanco. La suplementacién con Zn también
ha demostrado ser eficiente en la prevencion del desarrollo
de DM2 en ratones genéticamente predispuestos, incluso una
vez desencadenada la enfermedad, la suplementacion con
Zn permite un mejor manejo de la hiperglicemia. Lo cual
permite sugerir que el Zn podria ser considerado como un
nutriente importante para la prevencion y/o tratamiento de la
DM*®*62_ Sin embargo, en humanos atin en necesario realizar
mas estudios que permitan demostrar con claridad el posible
efecto positivo de la suplementacion con Zn en la DM, ya sea
en su prevencion o tratamiento, siendo una causa posible la
dosis utilizada o el tiempo de suplementacion. En conjunto,
estos estudios indican efectos beneficiosos del Zn en el esta-
do diabético, especialmente en humanos DM2, pero también
hacen énfasis en la necesidad de considerar cuidadosamente
los factores de riesgo y un control estricto sobre los parame-
tros de glicemia y el estado nutricional de Zn, cuando se con-
templa suplementar con Zn a individuos con alto riesgo de
desarrollar o durante el transcurso de la enfermedad. Ademas
de considerar los multiples factores presentes en la diabetes
que pueden alterar el efecto de la suplementacion, destacan-
do entre ellos inflamacion elevada o el nivel de progresion
de la enfermedad.
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Conclusion

El Zn es un micronutriente que participa en multiples e
importantes procesos celulares, tales como la liberacion y ac-
tividad de insulina y alteraciones en el metabolismo de este
mineral se asocian con patologias tales como la diabetes. Es
asi como fallas en su regulacion metabolica, probablemente
en transportadores especificos como en el transportador ZnT§
se consideran como un factor de riesgo para el desarrollo de
la enfermedad o una consecuencia de esta. Ademas la suple-
mentacioén con Zn ha favorecido un mejor control glicémico
en la DM, lo cual indica un rol no menor de este en el manejo
de la enfermedad. Donde los mecanismos moleculares invo-
lucrados en este efecto benéfico atribuible al Zn atn no se
conocen con claridad. Y es asi como algunos investigadores
plantean un rol citoprotector del Zn frente a la inflamacién y
el estrés oxidativo caracteristico de la diabetes, lo cual entre
otras acciones permite preservar la funcionalidad de la célula
B pancreatica durante el transcurso de la enfermedad. Al ser
la diabetes una enfermedad con una importante prevalencia
en el mundo, y especialmente en occidente el estudio del Zn
como un potencial agente tanto preventivo como terapéutico
resulta interesante, especialmente si se consideran los impor-
tantes costos econdmicos, sociales y familiares que implica
esta enfermedad y sus complicaciones.
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