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Excelentisimo Senor Presidente de la Academia
Excelentisimos e Ilustrisimos Sefnores Académicos

Senoras y Senores:

Sentiria no saber transmitir el profundo y emocionado sentimiento de agradecimiento
a la Academia por mi eleccion. Serd para mi un gran honor, sin duda inmerecido, obtener
el ingreso a esta docta institucion formada por ilustres cientificos y, entre ellos, profesores

y companeros de la Facultad de Ciencias.

Quiero expresar mi especial reconocimiento al Profesor Luis A. Oro Giral, quien
presenté mi candidatura y a quienes tan benévolamente la apoyaron y al Profesor don
Horacio Marco Moll, Presidente de la Academia, por su acogida, dnimo y ayuda. Espero

no defraudarles.

Hace ya demasiados anos que terminé mi formacion en esta Facultad. Desde entonces
mi relacion con ella se ha basado en determinadas colaboraciones de trabajo y sobre todo
en la amistad con mis antiguos companeros. Recuerdo con gratitud a los que fueron mis
maestros a ellos debo en primer lugar el hecho de encontrarme hoy aqui. De aquel ilustre
claustro que incluia a los Profesores Bernal Nieva, Cabrera Felipe, Gémez Aranda, Martin
Sauras, fﬁiguez Almech y Tomeo Lacrué, aprendi mucho més que quimica. Al Profesor y
Académico don José Maria Savirén, que representd entonces la renovacién generacional,
le debo ademas de su amistad, haberme ensenado a descubrir, en los conceptos de la
termodinamica, una filosofia de vida. Entre otras cosas, él me ensend a considerar la
variaciéon de la entropia como criterio relevante en la eleccién de la mejor solucién a
diversos problemas: es decir, la termodinamica aplicada a la toma de decisiones. Como

ustedes saben, mi amigo Pepe acaba de fallecer. Descanse en paz.

Realicé mi tesis doctoral en la Estacion Experimental de Aula Dei del Consejo Superior
de Investigaciones Cientificas. Fue mi director don Francisco Alberto Jiménez Investigador
del CSIC. El me inici6 en la metodologia de la investigacion cientifica y en definitiva con
la tesis aprendi a trabajar. Siempre he admirado del Dr. Alberto el lujo de imaginacion y

conocimientos cientificos aplicados al desarrollo de los proyectos de investigacion. Durante

7



la realizacion de la tesis tuve, también, el inestimable apoyo y ayuda del Profesor D. Rafael
Usén Lacal, como Catedratico Ponente, de quien aprendi a ser exigente con el trabajo

propio.

Tampoco estaria hoy aqui sin la necesaria ayuda de mis companeros del Hospital
Universitario Miguel Servet. Al Dr. Don Mariano Sédnchez Agreda, quien durante casi
veinticinco anos fue mi Jefe de Servicio y quien me introdujo en la Quimica Clinica,
en él encontré consejo, ensenanza y paciencia. Igualmente quiero expresar mi gratitud
a mis companeros Andrés Cabeza Sanchez y Maria Luisa Calvo Ruata, con quienes he
trabajado desde mi ingreso en el Hospital y en general a todos los companeros del Servicio
de Bioquimica Clinica. Sinceramente considero que esta distinciéon de la Academia va
dirigida al grupo de Bioquimicos Clinicos del Miguel Servet y a todos los companeros
del Hospital que compaginan una ejemplar tarea asistencial con la investigacion. Mi
agradecimiento también a la Direccion del centro por el apoyo y la gestion de recursos

que hacen posible nuestro trabajo.

Mi especial reconocimiento a quienes se atrevieron a realizar su tesis doctoral en Bio-
quimica Clinica bajo mi direccién. Por orden cronolégico son los Doctores Teresa Abadia
Bayona, Manuel Gonzélez Enguita, Dolores Zapatero Gonzélez y Rosa Pérez Beriain. A
ellos debo no solo su valiosa colaboracion en el estudio de los elementos traza, sino el

aliciente que supone trabajar con personas jovenes, inteligentes e ilusionadas.

Quisiera finalmente saber expresar mi agradecimiento a quienes m&s y mejores cosas
me ensenaron: mi mujer Lola y mis hijos Angel, Maria y Paloma. A ellos y a mis padres,

por la educacion que me proporcionaron, va dedicada esta memoria.



1. INTRODUCCION

1.1 El Bardn de Tamarit: mi antecesor en la medalla nimero 30 de la Academia

Es tradicién en la Academia que el académico electo glose en su discurso de ingreso la
personalidad de quien con anterioridad ostenté la misma medalla. Lo hago con sumo

placer.

El Excelentisimo Senor Don Francisco Pascual de Quinto y Martinez de Andosilla,
Barén de Tamarit, nacié en Zaragoza el 24 de mayo de 1881. Pertenecio a la cuadragésimo
tercera promocion, ano 1905, de Ingenieros Agrénomos alcanzando el titulo de Doctor

Ingeniero por la Escuela de Agronomos de Madrid.

En sus primeros destinos, como Jefe del Servicio Agronémico de Logrono y Director
del Servicio Viticola de la Diputacién de aquella provincia, realizé una meritoria labor
para la repoblacion del vinedo riojano, arruinado en aquella época a consecuencia de la

epidemia de filoxera.

Fue profesor de viticultura, elayotecnia, fruticultura y arboricultura de la Escuela

Superior de Ingenieros Agrénomos de Madrid.

En 1928 es nombrado Ingeniero Jefe de los Servicios Agronémicos de la Confederacion
Hidrogréfica del Ebro, cargo que desempend hasta su jubilacion en 1959. En este periodo
impulso la creacion de las granjas experimentales agricolas de Ejea de los Caballeros,
Almudévar y La Melusa. Como consecuencia de la actividad de esta ultima se introdujo
en Aragon el cultivo del arroz como procedimiento econémicamente rentable para corregir

la salinidad excesiva de determinados suelos de cultivo.

Simultaneamente promovié, en la provincia de Huesca, el Vivero Frutal de Monzén y

la Estacién de Riegos de Binéfar.

La Diputacién de Zaragoza premid, en 1915, su trabajo “Memoria relativa al cultivo
de frutales en la provincia de Zaragoza”. Igualmente su trabajo “Cultivo de la soja”

merecié en 1936 el premio de investigacién del Instituto Catalan de San Isidro.

Fue distinguido con la gran cruz de la Orden Civil del Mérito Agricola. Con ocasion
de los centenarios de los Sitios de Zaragoza y Gerona le fueron concedidas las respectivas

medallas conmemorativas.

Ingres6 como Académico en 1945, ostentando la medalla nimero 30. En 1947 fue
elegido Presidente, hasta su renuncia en1976 por imperativo de la edad a los 95 anos. La

Academia le nombro, en reconocimiento a su meritoria labor, Presidente de Honor.

Fallecié, siendo ya centenario, en Zaragoza el 2 de septiembre de 1981.



2. QUIMICA CLINICA DE LOS ELEMENTOS TRAZA; SU ESTUDIO EN
LA POBLACION DE ZARAGOZA

2.1 Introduccion historica a la Quimica Clinica

Antes de exponer propiamente el tema del discurso, parece oportuno ubicar a la Quimica
Clinica en el lugar que le corresponde en el arbol de la ciencia, estableciendo las relaciones
historicas y cientificas con otras disciplinas que se integran en el area del conocimiento de
la Bioquimica y de la Fisiologia Humana.

Algunos alquimistas como Avicena (979 - 1037) primero y Paracelso (1493 - 1591)
quinientos anos después desplazaron el interés de la alquimia desde la transmutacion
metalica al estudio del fenémeno vital. Desgraciadamente la quimera de la piedra filosofal
perduraria todavia en los siglos siguientes retrasando el desarrollo de la quimica con
respecto a otras ciencias.

Durante el siglo XVII, la alquimia entré en franca decadencia aunque, paradéjicamen-
te, ilustres cientificos en otras disciplinas persistian en el mito de la piedra filosofal. El
propio Isaac Newton, buscaba formulas para fabricar oro por transmutacién, mientras
investigaba los fundamentos de la fisica y de la astronomia, desarrollando para ello el
calculo infinitesimal.

Simultaneamente la quimica, se consolidaba como ciencia, cuando su objetivo era
explicar el fendmeno vital. Un médico flamenco, Van Helmont (1577- 1644) fue el primero
en aplicar métodos de medida en la resolucion de problemas de quimica y biologia: estudid
el crecimiento de un arbol en condiciones tales que podia controlar los pesos del agua
aportada y el incremento del peso del propio arbol, igualmente fue capaz de diferenciar
entre el aire y determinados vapores producidos por el mismo.

A finales del siglo XVII, Robert Boyle publicé su libro El Quimico escéptico en el que
por primera vez se suprime el prefijo al del término alquimia (alchemist versus chemist).
Desde ese momento la ciencia se denomind quimica.

Realmente fue en el XVIII cuando se sistematizo la quimica como ciencia. A este
siglo pertenecen Lavoisier, Rutherford, Cavendish, Priestley etc. cuyas obras son absolu-
tamente conocidas y forman parte de la historia de la ciencia y en consecuencia resulta
innecesario y seria prolijo y tedioso, por ya conocido, su recuerdo ahora.

Sin embargo permitanme citar al quimico escocés Joseph Black quien para graduarse,
precisamente en medicina, desarrollé una tesis cuyos resultados publicé en 1756 en los que
demostré que tras calentar fuertemente piedra caliza se libera un gas y se obtiene éxido
de calcio. Black midi6 la perdida de peso implicada en la reaccién. Por otra parte como el

dioxido de carbono formado podia formarse de igual manera calentando un mineral, que
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sometiendo a combustion a un resto organico, como la madera, parecia evidente alguna
conexion entre el reino animado e inanimado. Fue profesor de Rutherford.

A partir del siglo XIX, el desarrollo de la quimica y la medicina es simultdneo y
sinérgico, incluso con frecuencia tienen idénticos protagonistas. No solamente se bus-
ca primero en la quimica remedios empiricos para la enfermedad, sino y sobre todo, el
conocimiento de los fenémenos fisicoquimicos que permiten la vida. En este sentido es
paradigmatica la figura de Louis Pasteur al demostrar que la fermentacién esta provoca-
da por microorganismos desautorizando la hipotesis de la generacién espontédnea. Con su
ingente labor revolucioné la medicina y la microbiologia del XIX.

Coetaneo y compatriota de Pasteur, el médico Claude Bernard, en una comunicacion
presentada a la Académie des Sciences de Paris, explicaba la glucogénesis hepatica. Su tra-
bajo se culminaria en 1855 con el descubrimiento del glucégeno como un polimero median-
te el cual se almacena la glucosa en el higado. Bernard, establece las bases metodologicas
para el desarrollo de la fisiologia y la bioquimica humana.

Richard Bright fue seguramente quien, en 1827, realizd por primera vez una prueba
quimica diagnostica al detectar la presencia de proteinas en la orina de pacientes con
hidropesfa (edemas) mediante su coagulacién por calor. El azicar se identificé como
glucosa en 1838 y en 1848 se describié para su cuantificacion la ”prueba de Fheling”.
Henry Vence-Jones, médico y quimico, descubrié en 1848 la proteina que lleva su nombre.

A finales del siglo XIX los principales hospitales eran capaces de determinar en sus
laboratorios analisis de orina que inclufa: glucosa, proteinas, densidad, hemoglobina,
bilirrubina y examen microscépico del sedimento, y en sangre: hemoglobina y recuento
microscopico de hematies y leucocitos.

Aunque como se ha dicho, la aplicacién de la Quimica a la Medicina se remonta
como minimo a tres siglos atras, puede decirse que la Bioquimica Clinica, como ciencia
reconocida, se desarrolla en el siglo XX y més concretamente después de la segunda
guerra mundial. Sus precursores fueron, de una parte, los médicos y fisiélogos, y por otra
los quimicos orgéanicos, preocupados por la estructura de los compuestos derivados de la
naturaleza animada.

A medida que la bioquimica explica la etiologia de las patologias relacionadas con al-
teraciones las reacciones o simplemente con determinadas moléculas que permiten la vida,
aparece la necesidad diagnostica de disponer de procedimientos precisos, reproducibles y
rapidos para conocer la mejor informacién acerca de los pardmetros quimicos que condi-
cionan el estado de salud o de enfermedad de un individuo o de una poblaciéon

Precisamente de esta necesidad nace la Quimica Clinica como la aplicacion de la

bioquimica y otras disciplinas al diagndstico de la salud y enfermedad humana. En 1908,
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se publica el primer libro de la especialidad: A manual of Clinical Diagnosis de Todd y
Sanford. Es sobre todo en la segunda mitad del siglo XX cuando el desarrollo de técnicas
analiticas automatizadas de gran precision, exactitud y sensibilidad y el conocimiento de
los aspectos moleculares de la enfermedad hacen inconcebible la practica médica sin la
Quimica Clinica como uno de los dos pilares fundamentales del diagnoéstico. Légicamente
el otro pilar es el Diagnéstico por la Imagen que también podria llamarse, por similitud,
Fisica Clinica.

La historia de la Quimica Clinica en nuestra region discurre de forma parecida, en
tiempo y contenido, al resto de las sociedades occidentales. A principios del siglo XX era
habitual que las catedras de més prestigio tuviesen sus propios laboratorios. Segun el Dr.
M. Sénchez Agreda (23), en Aragdn, se puede considerar al Laboratorio de la Catedra
de Tocologia de la Universidad de Zaragoza, como pionero en la especialidad, dirigido
por el Prf. D. Pedro Ramén y Cajal. Uno de sus mas brillantes discipulos, el Dr. D.
Antonio Gota Galligo (1883-1944) fund6 en 1916 el primer laboratorio clinico privado
de la ciudad siendo nombrado en 1925, Director del Laboratorio de Analisis Clinicos y
Bromatolégicos del Ayuntamiento de Zaragoza (23). Su equipo de colaboradores incluia
a dos quimicos: D. Ricardo Jimenez Ruesga y D. Antonio Goded. Casi simultaneamente
(1920-1936) se afianzaba otro grupo en torno a los hermanos D. Augusto y D. José Maria
Muniesa Belenguer. El primero como Jefe del Laboratorio de la Facultad de Medicina y el
segundo, Profesor Adjunto de la Catedra de Fisiologia que dirigia D. Santiago Pi Suner,
y responsable del Laboratorio del Dispensario de la Caja de Ahorros de Zaragoza. El Dr.
D. Vicente Pej Juarrero fue igualmente discipulo del Profesor Pi Suner completando su
magnifica formacion en los anos 30 en Alemania.

Algunos de los mas directos colaboradores y discipulos de estos pioneros de la biopa-
tologia, fueron los Doctores Marco A. Galindo Muniesa, Carmen Moraleda, Julio Lazaro
Alquezar, amigo, médico, y vecino de mi familia y padre de mi companero Julio Lazaro
Castillo, Teresa Rodriguez, companera de mi tio el Prf. P. Garcia de Jalén en la Catedra
de Farmacologia del Prf. B. Lorenzo Velazquez, y Armando Arquillué, a los que tuve el
honor de conocer pero ya no estan entre nosotros. Otros, como Mariano Sanchez Agreda,
José Muniesa Moraleda y Julidn Diez Antonanzas, aunque disfrutan de una venturosa y
merecida jubilacion, siguen siendo nuestros mejores maestros.

Todos ellos hicieron escuela y contribuyeron a consolidar la especialidad en nuestra
tierra. Los actuales Bioquimicos Clinicos zaragozanos hemos recibido, directa o indirec-
tamente las ensenanzas de aquellos Biopatodlogos.

En 1949 se cred la Asociacién Norteamericana de Quimicos Clinicos actualmente de-

nominada Asociacién Norteamericana de Quimica Clinica. En 1981 se fundé la Sociedad
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Espanola de Quimica Clinica actualmente denominada Sociedad Espanola de Bioquimica
Clinica y Patologia Molecular (SEQC). En 1996 se fundé la Sociedad Aragonesa de Bio-
quimica Clinica (SABC) de la que el Prf Jests F. Escanero Marcén fue su primer Presi-
dente.

Aunque algunos autores han denominado a esta disciplina Bioquimica Clinica, per-
sonalmente prefiero la denominaciéon de Quimica Clinica de acuerdo con la Federacion
Internacional de Quimica Clinica (FIQC), a pesar de que la especialidad médica se de-
nomina oficialmente ”Bioquimica Clinica”.

La FIQC define a esta disciplina como ”La aplicaciéon de la quimica, conceptos y
técnicas moleculares y celulares para la comprension y evaluacion de enfermedad y salud
humanas”.

Seguin Gonzdlez de Buitrago (1) su objetivo es el estudio de los aspectos quimicos de la
vida humana en la salud y en la enfermedad, con la aplicacién de los métodos quimicos y
bioquimicos para el diagnostico, el seguimiento, el control del tratamiento, la prevencion
y la investigacion de la enfermedad.

De hecho la Quimica Clinica transciende la mera analitica e integra areas del conocimien-
to més amplias tales como fisiopatologia, biologia molecular, quimica fisica, estadistica

ete.

2.2 Los oligoelementos o elementos traza

Un capitulo dentro de la quimica clinica lo constituyen los oligoelementos o elementos
traza. Realmente su estudio ha estado fuertemente ligado al desarrollo de las moder-
nas técnicas analiticas y constituye un punto de encuentro entre Bioquimica, Quimica
inorganica, Analisis Instrumental, Fisiologia, Toxicologia, Nutricién etc.

En el siglo XIII, el aragonés, Arnaldo de Villanova (66), nacido en Villa Nueva de
San Martin, hoy Villanueva de Jiloca (Zaragoza), médico, quimico, alquimista e incluso
polémico tedlogo, utilizé, empiricamente, calcinado de esponjas en el tratamiento del
bocio. La explicacion del buen resultado la dio, en 1819, Coindet al deducir que su efecto
se debia al yodo que contienen. En 1880 Gabriel Bertrand establecié la necesidad de
presencia de manganeso para la vida del Aspergillus Niger. También Raulin en 1869
determiné la necesidad de cinc para la vida del mismo hongo. En 1934, Todd estableci6
la necesidad del cinc en el crecimiento de la rata.

El desarrollo de las modernas técnicas de analisis instrumental ha puesto de manifiesto
la existencia de pequenas cantidades de elementos quimicos en los medios biolégicos.
Algunos forman parte de moléculas organicas esenciales: enzimas (Cobre, Cinc, Selenio),

hormonas (Yodo), grupos prostéticos (Hierro), vitaminas (Cobalto). Otros tienen interés
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por su caracter téxico (Aluminio, Mercurio, Plomo, Cadmio) o terapéutico (Flior, Litio).

Finalmente se encuentran elementos cuyo significado fisiologico se ignora (Estroncio).

Enguama del dispogifive de exicAccian por gra-

dieate de concenirBcion,

Figura 1.—Esquema del aparato de extraccién por gradiente de concentracién

El concepto de oligoelemento o elemento traza es puramente cuantitativo. Schoeder
(1971) define a los elementos traza como aquellos que representan menos del 0.01% de la
masa corporal. Underwood (1977) los clasifica de acuerdo con los requerimientos dietéticos
de los animales en esenciales, posiblemente esenciales y no esenciales. Dentro de este
ultimo grupo se diferencian los téxicos de los no toxicos.

Debo hacer constar que mi primera aproximacion al estudio de determinados elementos
quimicos, por su influencia en la biologia no fue precisamente bajo la disciplina de la
Quimica Clinica sino de la Edafologia. Se trata de otra ciencia derivada de la biologia y
de la quimica que estudia al suelo como sustrato de la vida vegetal y centro de las cadenas
tréficas.

El objetivo de aquel primer trabajo para tesis doctoral (37), iniciada en 1968, fue
poner a punto un método quimico, relativamente sencillo, de fraccionamiento de formas
o especiaciones de hierro en suelos. Estos éxidos secundarios de hierro y su disposicién
en los suelos tienen en Agronomia y en Edafologia un especial interés. La diferenciacién
y cuantificacion de sus formas amorfas y cristalinas y la forma y tamano de los cristales
explican algunas de las caracteristicas y propiedades de los suelos, facilitan su clasificacion

y posibilitan la comprensién de su génesis.
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Bajo un punto de vista exclusivamente biolégico el hierro es un elemento esencial para
la vida, animal o vegetal. En los cultivos agricolas, la falta de formas biodisponibles
produce, en numerosas especies, trastornos carenciales con el consiguiente descenso del
rendimiento e incluso con la muerte de las plantaciones.

Este problema tiene una especial importancia econémica en la explotacion de frutales,
en la depresion media del Ebro. Tal vez sea este el lugar comun con mi Ilustre antecesor
el Barén de Tamarit.

Con aquel trabajo se lograron fraccionar distintas especies de hierro en los suelos
mediante la utilizacién de un eluyente en gradiente de concentracién. Se trata de un
método generalizado en cromatografia en columna y en la separacién de sales inorgéanicas
de distinta solubilidad. El procedimiento permite diferenciar un nimero indeterminado
de fracciones al someter la muestra al ataque de un extractante cuya concentracién crece
de forma continua. Como eluyente se utilizé acido clorhidrico. El aparato utilizado se
esquematiza en la figura 1.

El sistema desarrollado, consta de dos frascos A y B de igual seccién transversal
situados a idéntica altura y comunicados por su base. El frasco B dispone de un agitador
magnético. Un circuito de agua termostatizada mantiene el sistema a temperatura cons-
tante durante el proceso. Una bomba peristaltica asegura el flujo constante de la solucién
extractora. La muestra mezclada con arena de silice lavada a los acidos, se dispone en un
tubo de Allihn con placa filtrante ntimero 3 y 2 cm de didmetro.

En la figura 2 se representa una grafica de separacién de distintas especies de oxi-
hidréxidos de hierro en funcién de su distinta reactividad frente al acido clorhidrico.

Con este método se consiguio diferenciar de forma cuantitativa y reproducible, especies
de hierro, ain en concentraciones tan bajas que no eran ni identificables ni cuantifica-
bles por otras técnicas fisicas tales como espectrometria infrarroja o difraccién de RX.
Paralelamente, se determinaron las relaciones entre diferentes condiciones ambientales de
envejecimiento del gel pardo de oxihidréxido de hierro y el producto final.

Esta tesis, aunque poco tenia que ver con la Quimica Clinica, me introdujo en el estudio
de los oligoelementos, ya fuesen esenciales o téxicos, en los métodos fisico quimicos de
analisis y sobre todo me ensend a investigar incluso en las condiciones de precariedad
econdémica que existian entonces en los centros del Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas que, por otra parte, no difieren mucho de las que disponemos actualmente en
los hospitales publicos.

Simultaneamente en la Estacién Experimental de Aula Dei convivi con un fantéstico
grupo de investigadores pluridisciplinares que me ensenaron a considerar al ser humano

como parte integrante del ecosistema.
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Figura 2.—Graéfica de separacion de distintas especies de oxihidréxidos de hierro y manganeso

por dilucién en acido clorhidrico en gradiente de concentracion.

2.8 Los elementos traza en la poblacion aragonesa

La linea de trabajo que nuestro grupo viene desarrollando, pretende conocer la tasa de
determinados elementos traza en la poblacién aragonesa, detectando grupos de riesgo y
considerando la influencia del ecosistema en la salud humana.

Las determinaciones de los oligoelementos en suero, plasma aguas u otro tipo de mues-
tras se realizan por espectrofotometria de absorcién atéomica bien con llama o bien me-
diante horno de grafito y corrector de fondo por efecto Zeeman. El andlisis de proteinas
plasmaticas se realiza mediante técnicas nefelométricas Para el control de calidad de los
analisis, nuestro laboratorio esta integrado en los programas externos de calidad de la
SFBC (Societé Francaise de Biologie Clinique) para cobre cinc y selenio; del PICC (Pro-
grama Internacional de Control de Calidad) para plomo en sangre total; del programa
Worlwide Interlaboratory Quality Control Aluminum para aluminio; y de Bio-Rad Lab-

oratories para hierro y proteinas plasmaticas.

2.3.1 EL HIERRO

Naturalmente el hierro no solo tiene gran relevancia en la fisiologia vegetal sino que su
deficiencia es la causa mds frecuente de anemia humana en el mundo (10). Segun la
O.M.S. un 30% de la poblacién normal sufre anemia, especialmente debido a deficiencia

en hierro bien por dieta inadecuada o excesivamente deficitaria en este metal.
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Hierro sérico en nifos (n=112)
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Figura 3.—Hierro sérico, transferrina y ferritina en poblacion infantil.
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En 1991, existian relativamente pocos trabajos en Espana que informasen de la preva-
lencia de la deficiencia en hierro en la poblacién normal. Por otra parte, tampoco se
disponia de cifras reales actualizadas obtenidas de nuestra poblacién.

En consecuencia se estudio la sideremia de nuestra poblacién con relacién al sexo y
edad (9). La muestra poblacional estaba integrada por 300 individuos sanos de ambos
sexos con edades comprendidas entre 0 y 85 anos y habitantes de Zaragoza. En todos ellos
se determiné la concentracién sérica de hierro por colorimetria, de transferrina y ferritina
por nefelometria y ferritina por ELISA.

En la figura 3 se representan los resultados de hierro, ferritina y transferrina séricas en
la muestra de poblacion infantil diferenciada en tres grupos etarios: de 0 a 2, de 2 a 6y
de 6 a 13 anos. En este rango de edad no existen diferencias en la sideremia relacionadas
con el sexo.

Aparece una disminucién del hierro sérico en el segundo grupo, de 2 a 6 anos. Puede
ser debido al cambio que se produce a esa edad en los habitos dietéticos. Para este mismo
grupo la transferrina estd aumentada para permitir una mayor absorciéon del metal y la
ferritina, que se relaciona con las reservas de hierro, disminuidas.

Por otra parte, el primer grupo de 0 a 2 anos parece evidenciar el suplemento dietético
para paliar el déficit de hierro en la leche.

En la figura 4, se expresan los resultados del estudio del metabolismo del hierro en la
muestra de la poblaciéon adulta. Se han diferenciado los sexos y cuatro grupos etarios:
14-35, 35-45, 45-55 y 55-85 anos.

Como era de esperar, se observan diferencias significativas en hierro, transferrina y
ferritina con relacién al sexo, debido a las pérdidas fisiologicas de la mujer.

Existe una correlacién positiva entre la edad y la concentracion de ferritina. La edad
y la concentracion de transferrina correlacionan negativamente.

Clasicamente, en nuestra poblacién se aporta sisteméaticamente hierro a la dieta de
las mujeres con edades comprendidas entre los 35 y 45 anos a las que se considera un
grupo de riesgo de siderodeficiencia. Este hecho explica el aumento de los niveles séricos
de sideremia y ferritina en el grupo etario.

En los hombres, el grupo segundo (35-45 anos), expresa una disminucién de la sideremia
con un incremento de los niveles de ferritina y transferrina, lo que sugiere no una defi-
ciencia de hierro sino, tal vez una mala distribucion de este elemento.

Si comparamos nuestros resultados con otras referencias bibliogréficas (11, 12, 13 y
14) encontramos que en general nuestra poblacion tiene niveles séricos de hierro inferiores
a los descritos como normales en otros medios. Las causas no estan suficientemente claras

pero pueden estar relacionadas con cambios en las costumbres dietéticas y socioculturales.
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Figura 4.—Hierro sérico, transferrina y ferritina en poblaciéon adulta.
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2.3.2 EL PLOMO

Las Naciones Unidas a través del Programa para el Medio Ambiente (2), consideran que
el plomo, junto con el cadmio, el mercurio, el anhidrido carbénico, los éxidos de nitréogeno
y los oxidantes fotoquimicos es uno de los seis productos quimicos que entranan mas
riesgo para el medio ambiente mundial. La Academia Nacional de Ciencias Americana
(3) estima que cerca de 600.000 toneladas de plomo llegan cada afio al medio ambiente. Su
vida media en la ecosfera es muy larga acumuldndose tanto en determinados espacios (rios,
suelos etc.) como en organismos vivos (plantas, animales y seres humanos), diseminédndose
de forma irregular en funcion de los ciclos biogeoquimicos de cada medio y lugar.

Hace unos 4000 anos los egipcios usaban el éxido de plomo en cosmética. Los fenicios
explotaron los yacimientos de la Peninsula Ibérica hacia el ano 2000 a. de C. Documentos
de Hipéerates (370 a. de C.) Dioscérides (100 a. de C.) y Plinio (27 d. de C.) ya describen
la intoxicacién por plomo. Incluso Nriagu (4) atribuyé la caida del Imperio Romano al
saturnismo endémico que padecian sus clases dirigentes. Si bien hasta la Edad Media la
intoxicacién ocurria principalmente en las clases acomodadas por uso de sales de plomo
y recipientes de este metal en uso doméstico, a partir del siglo XIX el saturnismo se
convierte en la principal enfermedad laboral de la metalurgia.

Actualmente se considera al saturnismo como una enfermedad pediatrica. Los ninos
son especialmente sensibles a la neurotoxicidad del plomo debido a la vulnerabilidad de
su sistema nervioso central en desarrollo. La Conservation Society (5) advirtié en 1980,

de la existencia de una pandemia infantil de intoxicacién por plomo a bajos niveles.

Evolucion de la plumbemia en la poblacién
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Figura 5.—FEvolucién de la plumbemia en la poblacién.

Existen pocos datos de plumbemia en la poblacién espanola, menos por supuesto, en
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la aragonesa. Los estudios retrospectivos, realizados en nuestro laboratorio en 1987 y que
se inclufan en la tesis doctoral de la Dra. Teresa Abadia (6) con una muestra de 500 indi-
viduos de la poblacién aragonesa adulta y sana, 284 mujeres y 216 varones, todos mayores
de 14 anos, determinaron que la plumbemia media en aquel momento era de 13.27 =+
4.47 mcg / dl. Esta cifra es similar a las que se encuentran en la bibliografia europea
y americana. Mas interesante que la cifra en si misma es considerarla como referencia
para el estudio de la tendencia. Entre los anos 1975 y 1987 la plumbemia evoluciond
como que se indica en la figura 5. Puede apreciarse una disminucién a partir del ano
1979 que se mantiene hasta la actualidad posiblemente debida a las reducciones de plomo
en las pinturas, los alimentos, el agua, el aire y sobre todo en las gasolinas. Igualmente
se demostré que en nuestra poblacion la plumbemia de individuos que residen en zona
rural es mas elevada que la de los habitantes de zonas urbanas de forma estadisticamente
significativa, figura n 6 seguramente debido en parte a la persistencia del uso de com-
puestos de plomo en pinturas y fitosanitarios y también al mayor consumo de vino que se
evidencié como uno de los principales vectores alimentarios de plomo en nuestra region.
La figura 7 representa la diferencia estadisticamente significativa del consumo habitual
de vino con respecto a los valores de plumbemia en varones. Para ello se consideraron
dos tipos de categorias: los abstemios y los bebedores habituales de vino con consumo
diario en las comidas. Se descartaron los individuos bebedores que declararon ingestas

habituales significativas de otras bebidas alcohélicas bien fueran licores o cerveza.
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Figura 7.—Niveles de plumbemia en media segiin consumo de vino (p < 0.001).

2.3.3 EL CINC

En 1934, Todd (29) demostré la necesidad de incluir el cinc en la nutricién animal y
humana. Veinte anos mas tarde se describia el papel de este elemento en determinadas
patologias humanas (30, 31). Prasad (32, 33, 34, 35) describié desde la década de los
60 en distintos trabajos, las acciones provocadas por la deficiencia de cinc en distintas
patologias.

Como suele ocurrir con otros micronutrientes esenciales, no importa tanto el contenido
absoluto de cinc en la dieta sino la biodisponibilidad del compuesto o especie que lo
incluye. Es conocido que la posibilidad de absorcion de sulfato, acetato o Zn-metionina es
muy superior al 6xido del metal. Dado que se acepta la escasa probabilidad de la existencia
del i6n libre en la luz del intestino, su disponibilidad depende fundamentalmente de la
estabilidad del complejo formado y por termino medio suele ser del 20% de la cantidad
ingerida.

Los fitatos contenidos en cereales y leguminosas producen complejos Zn-fitato par-
ticularmente estables mientras que los complejos Zn-aminoacidos o Zn-proteinas son
facilmente disociables, y por lo tanto, presentan la mejor disponibilidad del cinc. Taninos,
acido ascorbico, tiamina, oxalato y los fitatos son los principales factores limitantes de su
absorcion entérica. Incluso algunos autores (36) consideran la relacién molar fitato/Zn
como indicador de la disponibilidad de la dieta en cinc. Fracciones iguales o superiores a

20/1 deberfan producir patologia carencial.
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Figura 8. Paciente antes del tratamiento



Figura 9. Paciente después del tratamiento



Figura 10. Paciente afios después



En 1976, unos meses después de que Moynahan (7) publicase en Lancet que la acroder-
matitis enteropatica, hasta ese momento una enfermedad mortal, tenfa como caracteristica
patognomonica la hipocinquemia severa, y era susceptible de tratamiento con aportes en
la dieta de sulfato de cinc, nuestro laboratorio puso a punto un método analitico de cinc en
suero por espectrofotometria de absorcién atémica (8) pudiendo demostrar este sindrome
en una familia de la provincia de Zaragoza a cuyos ninos mi amigo el Dr. Luis Ros
Mar, del Servicio de Pediatria, les habia hecho el diagnéstico de presuncion. Este hecho
fue de vital importancia fundamentalmente para los ninos afectados por la enfermedad
y que fueron diagnosticados, tratados y controlados entonces, pero también demostro la
rentabilidad clinica de la espectrometria de absorcién atémica. En las figuras 8,9 y 10
se puede apreciar una de las pacientes antes y después del tratamiento con cinc y anos
después en el dia de su boda.

Posteriormente, durante el periodo 1979-1989, se analiz6 el cinc sérico de 3581 muestras
de sangre de ninos residentes en Zaragoza con edades comprendidas entre 1 y 14 anos sin
enfermedades presumiblemente asociadas al metabolismo del cinc.

Se calcul6 la media anual de la cinquemia de la muestra poblacional en cada uno de
los anos del periodo a estudio, y se observé una progresiva disminucion de la tasa con
un minimo en el ano 1985. En los anos posteriores los valores muestran un significativo

incremento (véase Figura 11).

Cinc sérico en poblacién infantil

Zn (meM/1)
N

afos

Figura 11.—Evolucién anual del cinc sérico en ninos.

Se sospechd que estas variaciones en la cinquemia infantil estuviesen relacionadas con
el aporte por el agua de consumo. A tal efecto se obtuvo, a través del Instituto Municipal

de Higiene y de la Confederacién hidrografica del Ebro, los datos analiticos de cinc,
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cloruros, sulfatos y conductividad de las aguas de consumo de la ciudad. Es necesario
aclarar que el suministro de agua en Zaragoza se ha realizado, histéricamente, a través
del Canal Imperial de Aragén, que capta agua del rio Ebro a 90 kms aguas arriba de la
ciudad. Figura 12 punto A (anales HMS pp 12. Como este suministro es progresivamente
insuficiente se complementa con caudales procedentes del propio rio desde la Estacion de
Bombeo de la Almozara situada en el barrio zaragozano del mismo nombre, (Figura 12
punto B) provocando una variacién importante en el contenido mineral del agua debido
a los aportes salinos, sulfatos y cloruros, que el rio recibe de su margen izquierda desde

Tudela a Zaragoza.
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Figura 12.—Esquema de los suministros de agua de la ciudad.

No se detectaron diferencias significativas de cinc en el agua de ambas captaciones,
puntos A y B de la figura, siendo en ambas del orden de 10 mcg/l. Paradéjicamente la
concentracion de cinc en las aguas residuales de la ciudad fue del orden de 100 mcg/l.
Igualmente hay un importante incremento de la conductividad entre el agua del Canal y
la correspondiente al Ebro en la Almozara.

En la figura 13 se representa el numero de dias al afio que fue necesario el suministro
de agua a la ciudad desde la Estacion de Bombeo de la Almozara. Se observa que a partir
de 1984 este aporte aumenta significativamente.

Considerando que el volumen de agua bombeado en un dia desde la Almozara es una

cantidad constante podemos establecer una recta de regresion entre las variables dias
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Figura 13.—Dias al ano de suministro directo de agua desde la estacién de la Almozara.

de bombeo/afio y conductividad del agua de consumo medida en mcMHOS/cm con una
fuerte relacién positiva (r=1; F=19; P= 0.0046). El intervalo de confianza del 95% de
la pendiente de esta recta de regresion indica que por cada dia de bombeo de agua de la
Almozara se prevé un incremento medio de conductividad de 1 a 3 mcMHOS/cm. Figura
14.

Al relacionar el cinc sérico de la muestra poblacional infantil expresado en meM/1 con
la conductividad de las aguas de consumo se observa una fuerte correlacién positiva con
la conductividad de las aguas de consumo. (r=1; F=8; P= 0.02).

En consecuencia se dedujo que la variacion de la cinquemia en la poblacion infantil
estaba relacionada con la salinidad del agua de consumo, la cual claramente depende del
punto de captacion.

La corrosiéon del cincado de las tuberias domésticas de hierro galvanizado, fenémeno
que se relaciona con la salinidad, puede explicar el aumento de cinc en las aguas de vertido
y de la cinquemia en la poblacién.

El estudio puso de manifiesto la importancia de la calidad del agua de consumo como
aporte de metales en la dieta y por lo tanto en la salud humana. Si bien los valores de
cinquemia en la poblacién infantil de Zaragoza se encuentran en niveles 6ptimos, hay que
valorar que la corrosion no solo puede liberar cinc de las tuberias sino con toda probabi-
lidad otros metales como plomo cadmio cromo etc. Los efectos negativos de la salinidad
del agua de consumo en la salud han sido ampliamente tratados en la bibliografia y fun-
damentalmente se han relacionado con la hipertensién y la litiasis renal. En consecuencia

es sanitariamente de enorme interés cualquier esfuerzo para mejorar el agua de consumo
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Figura 14.—Relacion entre los dias de bombeo de agua del Ebro y la conductividad media del

agua de consumo en mcMHOs/cm.

de Zaragoza, ciudad donde residen el 50% de los aragoneses.

2.3.4 EL ALUMINIO

Como ya hemos dicho, los elementos traza se caracterizan, unos por ser esenciales para
el normal funcionamiento del organismo y otros por su toxicidad a determinados niveles.
Hasta hace relativamente poco se consideraba al aluminio como un elemento inerte con
relacion al hombre. Todavia en la actualidad no se le atribuye ninguna funcién positiva
en la fisioldgica humana, habiéndose descrito multiples efectos bioquimicos perjudiciales.
Cuando existe acumulacion en tejidos, tanto en animales de experimentacién como en el
hombre, pueden producirse importantes alteraciones clinicopatologicas.

A pesar de la abundancia y ubicuidad de este elemento en el ambiente se encuentra
en concentraciones muy pequenas en diversos tejidos del organismo, lo que demuestra la
existencia de barreras fisiolégicas de proteccion a sus efectos. Determinadas circunstancias
pueden alterar estas barreras. Uno de los factores que pueden modular la absorcién, como
posteriormente se demostré en nuestro laboratorio, son los depésitos de hierro en forma
de ferritina.

Si bien se utiliza aluminio como antidcido gastrico desde los anos 20, fue en 1972,
cuando Alfrey (22) describié en cinco pacientes sometidos a hemodidlisis, un sindrome
neuroldgico, exponiendo sus propiedades toxicas. En aquel momento la endemia de ence-
falopatias y osteopatias dialiticas provocadas por aluminio fue de tal magnitud que la

Unién Europea, entonces C.E.E., tuvo que legislar acerca del contenido aluminico de las
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soluciones utilizadas en el proceso de la hemodidlisis y sobre todo en las aguas de con-
sumo. Esta normativa, de 15 de junio de 1980, establece, para las aguas potables, un

nivel guia de 50 mcg/l y una concentracién maxima admisible de 200 mcg/1.
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Figura 15.—Variaciones mensuales de aluminio en agua.

En nuestro laboratorio, la Dra. Zapatero, realizé un estudio longitudinal del contenido
aluminico del agua de Zaragoza desde julio de 1991 al mismo mes de1992. La recogida
de muestras se realizé con periodicidad semanal, en el mismo punto y a la misma hora
durante 48 semanas. La media aritmética de las concentraciones halladas fue de 114 +
47.1 mcg/dl. Las variaciones mensuales y estacionales, durante el periodo de estudio,
se representan en las figuras n 15 y 16 . Puede observarse como durante los meses de
invierno se alcanzan los niveles mas altos de aluminio incluso superan, en el mes de
marzo, la concentracion maxima permisible segin la normativa europea. Posiblemente el
motivo es la mayor cantidad de alimina utilizada en la estaciéon depuradora para tratar
la turbidez del agua por los aportes de arcilla en el agua en épocas de crecidas del Ebro.

Sin duda alguna el agua de consumo es el factor ambiental que mas influye en la im-
pregnacién aluminica de la poblacién y les afecta de manera generalizada a los habitantes
de cualquier ciudad. En los tltimos anos distintos estudios epidemiolégicos han relaciona-
do el aluminio del agua de consumo urbano con determinadas patologias, especialmente
con la enfermedad de Alzheimer. Si bien estos trabajos no demuestran una relacion causa
efecto, si establecen relacién de asociacién (24, 25, 26, 27, 28).

Entre los grupos poblacionales con mas posibilidad de sufrir patologia asociada a la
intoxicacién aluminica se destacan los lactantes, a causa de la inmadurez de sus barreras
fisiologicas; los ancianos, debido al declive fisiologico de la funcion renal y a la perdida
de eficacia de las barreras gastrointestinal y hematoencefalica; y sobre todo, los pacientes
de insuficiencia renal, a los que con frecuencia se trata con hidroxido de aluminio para

disminuir la absorcién de fosforo.
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Aluminio en agua segun estaciones
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Figura 16.—Variaciones estacionales del aluminio en agua.

Estos antecedentes obligaban a conocer el estado de nuestra poblacion respecto al
riesgo potencial de la intoxicacién aluminica. En la bibliografia se considera a la concen-
tracién de aluminio en plasma sanguineo como la magnitud de eleccién para monitorizar
la exposicién al metal (20). En nuestro Laboratorio se analizan las concentraciones de
aluminio en las muestras por espectrofotometria de absorcién atémica electrotérmica con
corrector de fondo mediante efecto Zeeman.

En Espana el primer trabajo acerca de la impregnaciéon de aluminio en la poblaciéon
sana lo realizaron Ferndndez et al. en 1989 (15) en una muestra de 75 individuos. En
nuestro servicio D. Zapatero (16) estudié la aluminemia en 356 individuos adultos sanos
y 110 ninos residentes en la ciudad de Zaragoza. Igualmente estudié la influencia que
determinados factores tales como sexo, edad y determinados estados patoldgicos, o algunas
condiciones ambientales o dietéticas, fundamentalmente el agua de bebida, ejercen en la
impregnacién aluminica de la poblacion.

En la figura 17 se representa la distribucién de aluminemia hallada en una muestra de
la poblacion de Zaragoza. Consideramos como valores habituales en nuestro medio para
adultos 7.25+3.3 y para ninos 7.25+ 3.5 mcg/l. No existen diferencias significativas de la
aluminemia respecto al sexo, sin embargo la edad la incrementa de forma estadisticamente
significativa a partir de los 60 anos. Figuras 18 y 19 . Consideramos estos valores co-
mo habituales ya que para considerarlos normales deberiamos de poder disponer de una
poblacién ideal aislada. Estos niveles de aluminemia deben en consecuencia considerarse
como usuales en nuestro medio sin que necesariamente se correspondan con un nivel aso-

ciado de buena salud, pero son la referencia para la deteccién de grupos de riesgo o para
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el diagnostico de las impregnaciones accidentales o laborales.

Distribucion de frecuencias
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Figura 17.—Distribucion de frecuencias del aluminio en suero en poblacién adulta de Zaragoza.

n | Media | Desviacién estandar Error estdandar
Varén | 60 8,6 3,9 0,5
Mujer | 61 8,7 3,6 0,5

Comparacion (t de Student) entre grupos no significativa (p = 0.9)
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Figura 18.—Comparacién del aluminio en suero segin sexo.

Los valores de aluminemia de publicados para otras poblaciones, varian ampliamente
segun los trabajos. Los factores que influyen fundamentalmente en la divergencia de datos
son la antigedad de la publicacion, la localizacién geografica de la poblacion estudiada, la
edad de los individuos de la muestra, su dieta, asi como otras variables relacionadas con

la sensibilidad y precisién de la técnica analitica empleada.
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Aluminio sérico en poblacién adulta
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Figura 19.—Comparacién del aluminio sérico segin grupos de edad.

Media Desviacion estandar | Error estandar
2040 anos 6,4 0,3 0,3
40-60 anos 6,8 2.8 0,3%
60-80 anos 6,7 3,7 0,3*
Contrastes * significativo 95%
pruebas de Sheffé de confianza

Epidemiolégicamente tiene interés conocer las caracteristicas poblacionales que in-
fluyen en los valores habituales de aluminemia. Algunas de estas caracteristicas estan
relacionadas con el medio ambiente, principalmente el agua de bebida y la alimentacion
pero también la edad, funcionamiento renal etc. tienen una demostrada influencia en el
grado de impregnacion aluminica.

En primer lugar se estudio la aluminemia en ninos por sus especiales caracteristicas de
inmadurez fisiolégica y por su dependencia nutricional de las formulas lacteas. nicamente,
a partir de la 38 semana de vida, se alcanza una tasa de filtracion glomerular similar a la
del adulto. Para ello se estudiaron 110 ninos lactantes agrupados por su edad:

Grupo 1.— inferior a 3 meses

Grupo 2.— entre 3 y 6 meses

Grupo 3.— superior a 6 meses

El valor de la aluminemia encontrada fue de 9.66 + 8.69 mcg/l, sin que existan
diferencias significativas entre los grupos etarios. Estos mismos ninos se agruparon segiin
el tipo de formula lactea utilizada en su dieta: leche materna, leche hidrolizada y leche

adaptada. Los resultados para cada grupo son los siguientes:
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Cuadro 1.—Influencia de la formula lactea en la aluminemia del lactante

férmula nimero | aluminemia
Leche materna 61 ninos | 5.2+ 1.93 mcg/1
Leche adaptada | 27 ninos | 6.0 £ 1.54 mcg/l
Leche hidrolizada | 10 ninos | 8.1 £ 3.83 mcg/l

Aplicando un anélisis de varianza se pudo afirmar que las aluminemias de la poblacién
lactante difieren en su conjunto segun el tipo de alimentacion lactea recibida. El superior
contenido de aluminio sérico en ninos alimentados con las formulas lacteas artificiales se
debe en parte al contenido en este metal de los preparados (38, 39) y ademads al agua
utilizada en su preparacion.

En 1985, Freundlich et al.(19) publicaron los primeros fallecimientos de ninos urémicos
a cusa de la toxicidad aluminica, provocada por la elevada contaminacién de las formulas
lacteas utilizadas en su alimentacion.

Otro grupo de riesgo lo componen los ancianos. En nuestro medio la aluminemia
aumenta con la edad, bien a causa de la impregnacion a lo largo de la vida y ademas
por la disminucion de la efectividad de las barreras fisiolégicas, gastrointestinal y hema-
toencefalica. A ello se suma el cimulo del metal producido por la disminucién del
aclaramiento renal a lo largo de la vida. Combinando estos factores puede decirse que
en nuestra poblacién existe un grupo de riesgo de cimulo de aluminio definido por las
personas mayores de 60 anos con un deterioro de la funcién renal definido por valores de
creatinina en suero iguales o superiores a 1.2 mg/dl (16).

Entre la poblacién de edad tiene especial interés la posible asociacién entre la impreg-
nacién aluminica y las demencias seniles. A este interés contribuyen principalmente los
trabajos que demuestran una relacién de asociacién entre la concentracion de aluminio en
las aguas de consumo y el riesgo de padecer la enfermedad de Alzheimer y de otra parte
el hecho de que la calidad del agua de la red urbana de Zaragoza sea, como se ha indicado
con anterioridad, manifiestamente mejorable. Por estos motivos, en 1994, nuestro labo-
ratorio realizé con una muestra de habitantes de Zaragoza un estudio caso control de la
aluminemia en pacientes afectos de sindrome de Alzheimer con respecto a otras demencias
seniles y a grupos etarios apareados (40). En el grupo de otras demencias se incluyeron
demencias degenerativas primarias, alcohdlicas y por multiinfarto. En el grupo de pa-
cientes diagnosticados de Alzheimer probable la aluminemia fue de 13.06 + 5.9 mcg/1
valor significativamente superior no solo a la poblacién normal (9.41 £+ 3.92 mcg/1) sino

también al correspondiente al grupo de afectos de otras demencias seniles no Alzheimer

34



(9.10 £ 2.71 mcg/l). En consecuencia solo los pacientes afectos de Alzheimer tienen
una aluminemia media superior a los pacientes con otras demencias seniles y su corres-
pondiente grupo etario control de edad. Sin embargo, los pacientes con demencia senil
no Alzheimer, no se diferencian significativamente de su correspondiente grupo control de
edad. Segun Naylor (42), los pacientes de Alzheimer pueden padecer una individualizada
respuesta cerebral determinada genéticamente a un mantenimiento de niveles de aluminio
aumentados.

La absorcion gastrointestinal de aluminio puede estar influida, entre otros factores, por
el metabolismo del hierro. Ambos elementos parecen compartir una serie de propiedades
comunes tales como la utilizacién conjunta de la transferrina como proteina transportado-
ra plasmatica, los depdsitos conjuntos de hierro y aluminio en los lisosomas de la médula
Osea y la afinidad similar por determinados quelantes. A pesar de ello existen trabajos
publicados (16,17) que coinciden en afirmar que la aluminemia no correlaciona con los
depdsitos de hierro en el organismo medidos mediante la ferritina plasmatica en pobla-
ciones sin insuficiencia renal. Sin embargo, la tesis del Dr. Manuel Gonzalez Enguita (18)
y otros trabajos de nuestro grupo (41), demostraron una correlacién positiva y significa-
tiva cuando se relaciona la ingesta de aluminio en forma de hidroxido, de uso terapéutico,
y la aluminemia sérica en una poblacion de pacientes cuya tasa de ferritina plasmatica
era inferior a 100 ng/ml. Estos pacientes, hiperabsorbedores de aluminio, pueden ser
considerados como grupo de riesgo.

Finalmente, y en cumplimiento de la normativa vigente (directiva 86/C184/04 de la
U.E.), nuestro servicio controla la impregnacién aluminica de los pacientes sometidos
a programas de hemodialisis en todos los hospitales de Aragén que pertenecen a la red
publica. Ello nos permite realizar un seguimiento continuo de estos pacientes que suponen
el principal grupo de riesgo respecto a la intoxicacién aluminica. Encefalopatia, osteopatia
y anemia se asocian en la literatura a la impregnacién aluminica en insuficientes renales
cronicos en didlisis prolongada. La fuente responsable de estas intoxicaciones son princi-
palmente las aguas y liquidos de didlisis pero igualmente contribuye de manera significativa
el uso terapéutico de hidréxido de aluminio, para disminuir la absorcién de fosforo en el
tracto digestivo.

La estricta aplicacién de la normativa europea, incluido el obligatorio control bio-
quimico de los pacientes, ha producido una espectacular reducciéon de la impregnacion
aluminica de estos y de la patologia que conlleva (43).

En el siguiente cuadro se indican comparativamente los resultados de los controles de
aluminemia en 1984 y 1995 de los pacientes sometidos a hemodialisis en Aragon:

Es decir, en 1995 mads del 98% de los pacientes tenian una aluminemia inferior a 100
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Cuadro 2.—Evolucién de los controles de aluminemia en hemodializados

Aluminemia (mcg/1) | <100 | 100-200 | > 200
% de pacientes 1984 | 74.2 % | 14.0 % | 11.8 %
% de pacientes 1995 | 98.4 % | 1.6 % 0.0 %

mcg/l y ninguno, en Aragén, alcanzaba los 200 mcg/l. En estos pacientes demostramos
posteriormente que su tasa de aluminio sérico depende del tiempo de permanencia en el

programa de hemodidlisis y del tipo de quelante utilizado, cuadro 3 (44).

Cuadro 3.—Relacién entre tiempo en programa de hemdlisis y quelante de fésforo utilizado (de

Pérez Beriain y col (44) modificado)

< 2 anos de didlisis | > 2 anos de didlisis
N=39 N=47
Al(OH)3 como
Media=27.1 ug/1 Media=33.5 ug/l | N=86
quelante del fosforo
D.S.=15.7 D.S.=20.2
N=69 N=38
Otros aquelantes
Media=13.9 ug/1 Media=17.6 ug/l | N=107
no aluminicos
D.S.=11.7 D.S.=12.5
N = 108 N =285 N =193

2.4 El selenio

El reconocimiento de la importancia fundamental que el selenio tiene en la salud humana
es de absoluta actualidad. Solamente en el MEDLINE, durante el ano 2000, aparecen 145
trabajos cuyo titulo incluye la palabra selenio y 331 que lo relacionan. La revista Lancet
le dedica, en su numero 9.225 del pasado mes de julio de 2.000, una completa revision
sobre este elemento (21).

Desde su descubrimiento por Bercelius en 1.817, entre los subproductos de la fabri-
cacion del dcido sulftrico, no se le reconocio propiedad bioldgica alguna hasta que en 1957
Schwartz y Foltz (45) lo identificaron como uno de los oligoelementos esenciales para la
nutricién animal. El Comité de Expertos de la Organizacién Mundial de la Salud (O.M.S.)
publicé en 1973 un informe en el que se afirma que “el selenio es un oligoelemento esen-
cial que no puede ser reemplazado por otros nutrientes’. En el mismo ano, Rotruck et

al. (48), demostraron que la enzima glutation-peroxidasa, que junto a la vitamina E son
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los principales agentes frente al estrés oxidativo, contiene selenio en su molécula. En 1978
Forstrom et al. (49) describieron la zona de actividad de esta enzima en el higado de rata
como selenocisteina.

Entre 1979 y 1981 dos equipos de investigadores independientes demostraron la re-
versibilidad de los sintomas clinicos en dos sindromes presumiblemente atribuidos a caren-
cia de selenio: La enfermedad de Keshan (46) y la distrofia muscular aparecida tras
periodos prolongados de nutricién parenteral (47).

En efecto, el selenio en forma de selenocisteina es el componente de diversas seleno-
proteinas algunas de las cuales poseen un importante papel en la fisiologia como enzimas
(50). Estas enzimas selenodependientes suelen localizar la selenocisteina en su centro
activo.

Los ultimos cinco anos han supuesto una verdadera eclosion de trabajos de inves-
tigacion sobre el papel de este oligoelemento en la fisiologia animal y humana. Como
consecuencia, en la actualidad se han identificado alrededor de 35 selenoproteinas en
muchas de las cuales se desconoce su funcién en el metabolismo. En el cuadro 4, extraido
de Rayman (21), se indican aquellas selenoproteinas con una accién fisioldgica relevante
y conocida.

Estos conocimientos permiten explicar con mayor precision los efectos patoldgicos de
su carencia y han despertado, paralelamente, el interés de los mecanismos que regulan su
ingesta en el ser humano con especial interés en el ciclo suelo — planta — animal — hombre.

En suelos con pH alto, predomina el selenio como selenato facilmente utilizable por
plantas que sirven de base para piensos o directamente consumibles por el hombre. A
pH acido el selenio se encuentra a concentraciones inferiores en forma de selenitos cuya
biodisponibilidad es mucho menor. Por otra parte los regadios intensivos, en los que se
cultiva alfalfa, maiz, soja y otros componentes de los piensos, provocan un empobreci-
miento por lavado del selenio en el suelo, disminuyendo la concentracion en los vegetales
producidos. No es sorprendente que los primeros efectos de la deficiencia de selenio fuesen
descritos, en la década de los anos 50, por veterinarios e ingenieros agronomos. Estas
carencias han tenido en distintos paises importantes consecuencias no solo para la salud
humana sino también econémicas.

La deficiencia de selenio en el hombre puede ocasionar la predisposicion a determinadas
enfermedades y el mantenimiento de condiciones de salud exige su correccion. El estado
carencial no solo puede ser la causa inmediata de algunos sindromes, sino también puede
favorecer la progresion de otros muchos.

En la actualidad la carencia de selenio en el ser humano esta asociada a multiples

patologias y fundamentalmente:
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Cuadro 4.—Selenoproteinas con funciones fisiol6gicas mas conocidas. (De Rayman MP, modi-

ficado)

Selenoproteinas

Funciones

Glutation-peroxidasas
GPx1, GPx2, GPx4

Enzimas antioxidantes: Eliminan el perdxido
de hidrégeno, modulan la sintesis de eicosanoides
modificando la inflamacién y disminuyen el dano

oxidativo de lipidos, lipoproteinas y DNA.

Selenoproteina de la capsula

mitocondrial del esperma

Forma de la GPx4: protege el desarrollo de
las células espermaéticas de dano oxidativo, asi

como su madurez y estabilidad.

Todotironina-desiodinasas

(tres isoformas)

Produccion y regulacion del nivel de hormona

tiroidea activa T3 a partir de la tiroxina T4.

Tioredoxina-reductasas

(se suponen tres isoformas)

Reduccién de los nucledtidos en la sintesis del DNA;
control del estado redox intracelular; reguladoras
de la expresion genética por control redox

de la unién de factores de transcripcion al DNA.

ISelenofosfato-sintetasa SPS2

Necesaria para la sintesis del selenofosfato precursor
de la selenocisteina y por tanto de la sintesis

de las selenoproteinas.

Selenoproteina P

Proteina plasmatica que parece tener un efecto
protector de las células endoteliales frente

al ataque de peroxinitritos.

Selenoproteina W

Necesaria para la funcién muscular.

Selenoproteina del epitelio

prostatico (15kDa)

Localizada en las células epiteliales de la préstata
ventral. Parece tener una funcién redox similar a
la GPx4. Quizés posee accién protectora de las

células secretoras frente al carcinoma.

Selenoproteina unida al DNA
de las espermatides (34kDa)

Actividad similar a la glutation-peroxidasa.
Producida en estémago y ntcleo de los espermato-

zoides. Puede proteger el desarrollo del esperma.

Selenoproteina del8 kDa

Producida en rinén y otros érganos. Conservada

incluso en los estados de deficiencia en selenio.
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Cancer:

Hasta la década de los anos 60 se considerd al selenio exclusivamente como posible
agente cancerigeno. Sin embargo los estudios epidemioldgicos realizados a partir de los
anos 70, paralelamente a la evidencia de su caracter esencial, han demostrado una razon
inversa entre la ingesta del elemento y la mortalidad por cancer. En 1977, Schrauzer et
al.(51), demostraron una correlacién inversa entre la ingesta de selenio en la dieta de 27
paises y su indice de mortalidad por cancer ajustada a la edad. En animales estos autores
demostraron una fuerte relacion entre incidencia de cancer de mama y dieta carente de
selenio.

Estudios posteriores en humanos refuerzan los efectos beneficiosos de un alto status de
selenio en el ser humano. Un estudio caso control realizado en 1998 con 9000 individuos
finlandeses demostrd la asociacion entre riesgo de cancer de pulmon y baja tasa de selenio
en sangre (52). Otros estudios prospectivos refuerzan las asociaciones entre los estados
carenciales del oligoelemento y la incidencia de determinados tipos de cancer como el
hepatocelular (53, 54) y fundamentalmente de préstata (55, 59). El US National Cancer
Institute ha aprobado la realizaciéon de un ensayo SELECT (Selenium and Vitamin E
Cancer Prevention Trail) a 12 afios con una muestra de 32000 individuos de sexo masculi-
no a los que se suplementa su dieta con 200 mcg/dia de selenio como selenometionina y
vitamina E estudiando su efecto sobre la incidencia del cancer de préstata. A este respecto
se sospecha que el papel protector del selenio sobre este cancer implica a la selenoproteina
de 15 kDa producida en las células del epitelio glandular de la préstata ventral (56). A
pesar de que numerosos datos epidemiolégicos y clinicos sugieren que el selenio puede pre-
venir el cancer de préstata, el mecanismo de accién no es bien conocido todavia. Algunos
trabajos (58) revelan al selenito como un potente inductor de la apoptosis en las células
normales y neoplasicas de la préstata, mientras que la selenometionina parece producir la
inhibicién del crecimiento celular maligno de forma selectiva y dosis-dependiente.

La relacion entre bajos niveles de selenio y riesgo de cancer de prostata, asi como los
efectos beneficiosos de la suplementacion del oligoelemento en la dieta, son tan evidentes
que, en la actualidad, ha cobrado enorme fuerza, entre la Urologia mundial, preconizar
medidas de suplementacién en selenio de la dieta en la poblacién como prevencion, eficaz
y eficiente, del cancer de préstata (60, 61, 62). Entre estos trabajos, los resultados de un
ensayo doble-ciego realizado por Clark el al. (63) en el Arizona Cancer Center parecen
sugerentes: suplementando la dieta diaria con 200 mcg de Se frente a placebo en 974
varones con historia previa de carcinoma cutaneo de célula basales o células escamosas
durante 10 anos, demostraron que el grupo tratado presenté una significativa reduccion

(63%) de la incidencia de cdncer de prostata asi como de la incidencia total de cancer
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y de la mortalidad. Otro estudio prospectivo de cohortes (Harvard-based Health Pro-
fesinals’ Cohort Study, 55), realizado con 34000 varones americanos, en los que se midié
la concentracién de selenio en unas del pie, como expresion del status de selenio, demostro
igualmente la asociacién inversa entre la ingesta de selenio y el cancer de préstata. En
1998 Giovannucci (64) publicé un comentario en Lancet, basado en los dos trabajos ante-
riormente citados, en el que explicitamente afirma que la evidencia de los conocimientos
sobre cancer de préstata hace prioritaria para la salud ptblica la suplementacién de se-
lenio en la dieta toda vez que las cantidades empleadas en los ensayos de intervencion
es inferior a las dosis toéxicas. El Profesor Giovannucci de la Escuela de Salud Publica
de la Universidad de Harvard, ha sido invitado a pronunciar la conferencia de apertura
del T Congreso de la Federacion Europea de Sociedades de Elementos Traza y Minerales
(FESTEM), celebrado en Venecia el pasado mes de mayo de 2001, precisamente sobre la
prevencion del cancer mediante determinados elementos traza. La importancia del tema
lleva incluso a la Urologia a plantearse una actitud mas preventiva en el ejercicio de la
especialidad (65).

Alteraciones de la inmunidad:

Existen numerosos trabajos que sugieren que una depleciéon de selenio conlleva una
disminucién de la respuesta inmune. Hay que destacar que las mayores concentraciones
de selenio en el organismo se encuentran en 6rganos directamente relacionados con la
inmunidad tales como higado, bazo y ganglios linfaticos, en consecuencia pueden quedar
afectadas tanto la inmunidad mediada por células como la humoral (57).

Por otra parte la suplementacion con selenio a individuos con seleniemia normal pro-
duce efectos estimulantes en la proliferacion de linfocitos T activados y una respuesta
acentuada a la estimulacién con antigenos (67).

El mecanismo parece estar estrechamente relacionado con un efecto sobreregulador del
selenio en la expresion de receptores de la citosina interleuquina 2 sobre la superficie de
linfocitos activados y células killer facilitando su interaccién con la interleuquina 2.

Los trabajos més recientes (11) sugieren que el papel del selenio en el sistema inmune

puede ser mucho mas diverso que el que se sospechaba.

Alteraciones en la reproduccién:

Es bien conocido el efecto que el déficit de selenio produce sobre la frecuencia de
abortos en la préctica veterinaria (68). Otros trabajos encuentran bajas cifras en selenio
en mujeres que hansufrido abortos recurentes durante el primer trimestre de embarazo
posiblemente debido a la disminucion del efecto antioxidante protector de la glutation-
peroxidasa sobre las membranas biolégicas y el DNA (69,70).

También el selenio es esencial para la fertilidad masculina. Son funciones selenode-
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pendientes la biosintesis de la hormona testosterona y la produccién y normal desarrollo

de los espermatozoides (71).

Hipotiroidismo:
Como ya se ha indicado, la familia de las deiodinasas es selenodependiente. Esta
circunstancia puede tener especial relevancia en regiones como Aragdn, en las que existe

hipotiroidismo endémico.

Miocardiopatias:

En 1996 el Prf. J. Neve describi6 al selenio como un factor de proteccion frente a
la enfermedad cardiovascular (72). Ello se debe al efecto de la GPx disminuyendo la
oxidacion de los lipidos y la agregacion plaquetaria. La GPx4 reduce los hidroperdxidos
de los fosfolipidos y los ésteres de colesterol asociados a lipoproteinas disminuyendo la
acumulacion de lipoproteinas de baja densidad oxidadas, en la pared arterial.

Numerosos trabajos han intentado, en consecuencia, establecer asociaciones entre ba-
jo estatus de selenio y riesgo de enfermedad cardiovascular, pero los resultados no son
en general significativos. Sin embargo, el trabajo multicéntrico EURAMIC de Kardinaal
(73) y col. desarrollado en 10 zonas distintas, demostré que esta asociacién entre riesgo
de miocardiopatia y déficit individual en selenio, se produce y es estadisticamente signi-
ficativo en poblaciones con niveles bajos de este elemento. Por otra parte la disparidad
entre los resultados de este tipo de estudios puede ser explicada por el efecto de otros
antioxidantes tales como la vitamina E, compensando parcialmente el déficit en selenio.

Conocida la influencia que ejerce el selenio sobre la salud humana era obligado conocer
la situacién al respecto de la poblacion aragonesa. Los estudios epidemioldgicos sobre la
seleniemia en la poblacion espanola son limitados y a veces contradictorios, cuadro 5.

Hasta el ano 2000 no habian aparecido estudios referidos a Aragén.

Cuadro 5.—Valores de selenio sérico en poblaciones de adultos espafioles

Referencia Muestra | Valores Ano
Hospital Clinico (Barcelona) (75) 150 80.7 + 10 1997
Facultad de Veterinaria (Murcia) (76) . 87.0+ 14 1997
Facultad de Farmacia (Valencia) (77) 287 53.03 a 108.96* | 1996
Facultad de Farmacia (Granada) (78) 130 74.9 1995
Hospital German Trias (Badalona) (79) 92 53.35 a 67.45% | 1990

*Para un intervalo de confianza del 95%

Sin embargo, en 1955, un grupo investigador de la Facultad de Veterinaria de Zaragoza

evidencié zonas carenciales de selenio, realizando medidas de la GPx en ganado ovino en
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la provincia de Zaragoza (74). Estas zonas corresponden al somontano del Moncayo, la
cabecera del Rio Jiloca y los regadios intensivos de la margen izquierda del Rio Ebro,
figura 20. En esta situacion conocer el estado de nuestra poblacion con respecto al selenio

no era solo obligado sino también urgente.

GSH-Px (U/g Hb)

£ = &0
4 >60 5120
(#] >-120

Figura 20.—Distribucién de los niveles de Glutation peroxidasa en los rebafios de la provincia

de Zaragoza (de Sdez Gutiérrez et al.).

En consecuencia nuestro grupo viene trabajando para conocer la concentracion media
de selenio sérico en los aragoneses con especial atencion en determinados grupos de riesgo
o afectos de patologias que la bibliografia asocia a déficit en este elemento tales como
las madres gestantes y los recién nacidos, enfermos con insuficiencia renal, enfermos con
hiperplasia benigna o maligna de préstata etc.

Los resultados preliminares del estudio para la poblacién normal (80) se expresan en
el cuadro 6, indicando para cada grupo etario los valores medios 4+ 2 DS, que incluye el
95 % de los individuos analizados. No se disgregan los datos en funcién del sexo porque
no se encontraron diferencias estadisticamente significativas.

Las determinaciones analiticas se realizaron por espectrofotometria de absorcién ato-
mica con camara de grafito y corrector de fondo por efecto Zeeman, usando solucién de
nitrato de paladio como modificador de matriz. Las muestras cumplen los criterios de
igualdad y homogeneidad de varianzas. La comparacion de las medias con el test de

ANOVA muestra una diferencia estadisticamente significativa (p < 0.001).
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Cuadro 6.—Valores de selenio sérico en la poblacién normal de Zaragoza

Muestra numero | selenio (mcg/l) | media + 2 DS
Neonatos de 0 a 28 dias 247 31.20 14.70 a 44.66
ninos de 29 dias a 1.9 anos 17 51.24 20.38 a 82.09
ninos de 2 a 10 anos 44 71.63 49.16 a 94.09
de 10 a 20 anos 24 78.02 54.32 a 101.71
de 21 a 40 anos 86 76.44 53.60 a 99.27
de 41 a 60 anos 72 77.85 51.89 a 103.80
de 61 a 80 anos 95 73.40 42.47 a 104.32
mas de 80 anos 20 62.94 34.55 a 91.32

Puede observarse que las concentraciones de selenio varian a lo largo de la vida del in-
dividuo, siendo los valores mas bajos los correspondientes al nacimiento. Posteriormente,
la seleniemia aumenta hasta los 20 anos, manteniéndose estable durante la madurez y
apreciandose un descenso a partir de los 65 anos.

Entre los 247 neonatos estudiados, un 52% presentaron valores inferiores a 30 mcg/1
que la bibliografia considera propia de patologia carencial. Este hallazgo tiene especial
relevancia al considerar que el hipotiroidismo es endémico en determinadas comarcas de
nuestra Comunidad Auténoma, situacién que puede comprometer el futuro desarrollo
intelectual del nino y entre cuyas cusas no solo pudiera incluirse la carencia de yodo
sino también la insuficiencia de las desiodinasas, enzimas selenodependientes, de las que
depende la transformacion de la tiroxina T4 en Tj.

Dado que la madre es la tnica fuente de suministro posible de elementos traza en
el recién nacido, se analizaron 265 mujeres en el momento del parto con una seleniemia
media de 50.70 + 20.60 mcg/l, cifra sensiblemente inferior a la correspondiente a la
poblacién adulta normal. En un 2% de estas madres la concentracién sérica de selenio
era inferior a 30 mecg/l, y por lo tanto sufrian carencia de este elemento.

Entre las patologias asociadas al déficit de selenio hemos elegido, por su frecuencia en
la poblacién, el infarto agudo de miocardio (IAM) y la hiperplasia de préstata.

Existen suficientes evidencias que relacionan el déficit de selenio con un mayor riesgo
de enfermedades miocardicas (73). Incluso se ha publicado que las personas con seleniemia
inferior a 45 mcg/1 tienen un riesgo 2.9 veces superior a la poblacién normal para sufrir
enfermedad coronaria (72). En nuestro medio hemos demostrado que los pacientes que
sufren por primea vez un episodio de esta patologia presentan, en el momento de su ingreso

en el Servicio de Urgencias, una seleniemia media inferior a la normal (59.20+11.1) siendo
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la diferencia estadisticamente significativa para p< 0.001 (81).

Igualmente hemos comprobado el nivel sérico de selenio en pacientes varones que
acuden a consultas de Urologia por primera vez, con sintomas derivados de patologia
prostatica. 197 de estos pacientes fueron diagnosticados de hiperplasia benigna y 116 de
cancer de préstata. Los pacientes afectos de neoplasia maligna presentaron una seleniemia
estadisticamente inferior a la poblacién normal y al grupo de hiperplasia benigna (p<0.05)
(82).

A la vista de estos resultados, Zaragoza, y posiblemente Aragén, es una zona en la que
existe cierto riesgo de déficit de selenio, especialmente entre grupos de riesgo tales como
madres gestantes, recién nacidos, lactantes, sujetos con edad avanzada etc.

Las ingestas actualmente recomendadas por FAO: 40 y RDA: 55 mcg/dia si bien la

reciente revisiéon del Lancet aconseja aumentarla hasta 70 mcg/dfa.

3. Conclusiones

Con referencia a los metales téxicos, las medias de plomo y aluminio en nuestra poblaciéon
estan dentro de limites considerados como admisibles. Sin embargo conviene mantener la
atencién sobre el contenido de aluminio en las aguas de consumo de la ciudad de Zaragoza,
especialmente cuando las toman determinados grupos de riesgo como lactantes, ancianos
y pacientes con insuficiencia renal. Igualmente debe mantenerse la atencién respecto al
contenido aluminico en las formulas lacteas y otros preparados alimenticios dedicados a
la nutricién infantil.

Desconocemos la situacién poblacional con referencia al cadmio. Su dispersién en el
ambiente fundamentalmente motivado por el desarrollo de la electrénica, y sus graves
efectos en la fisiologia humana hacen imprescindible acometer un estudio epidemiolégico
con referencia a este elemento.

Respecto a los oligoelementos considerados como nutrientes esenciales, se debe ex-
tremar el control de las carencias de hierro y selenio fundamentalmente en madres ges-
tantes y ninos. Los efectos asociados de las carencias de yodo y selenio pueden afec-
tar seriamente el desarrollo de nuestra poblacion infantil. Precisamente el yodo es otro
elemento esencial cuyo estudio epidemiolégico en gestantes y neonatos aragoneses estd
pendiente de acometer.

Siguiendo las tendencias actuales y los resultados encontrados por nuestro grupo,
parece muy aconsejable la suplementacion nutricional en selenio, en las dosis aconse-
jadas en la bibliografia reciente, como prevencién de determinadas patologias neoplasicas
y degenerativas y en aquellas situaciones patoldgicas que conlleven un aumento del estrés

oxidativo.
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En nuestra comunidad no se evidencian carencias nutricionales de cobre y cinc, si
bien se han diagnosticado patologias asociadas al metabolismo de estos metales como la
Enfermedad de Wilson y la Acrodermatitis Enteropatica.

Para terminar, quisiera haber sabido exponer la importancia que determinados elemen-
tos traza ejercen en el estado de salud de nuestra poblacion. El mundo de los elementos
traza en particular y el de los metales en general es un drea del conocimiento en pleno
desarrollo por sus implicaciones sobre la fisiopatologia del hombre, en gran parte por
descubrir.

Quiero igualmente destacar el importante papel que los Bioquimicos Clinicos desar-
rollan no solo para el diagnodstico rapido y preciso de la enfermedad en el individuo, sino
también, en el seguimiento y control de los distintos factores nutricionales y medio-am-

bientales que condicionan el presente y futuro de la comunidad.

Muchas gracias.
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