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I. INTRODUCCION

Desde hace muchos anos, la lucha del hombre por sobrevivir y alimentarse lo
llevé al uso de plantas. Por medio del método de ensayo y error determino que
algunas resultaron ser validas para el consumo, otras inocuas y otras potencialmente
peligrosas. Gracias a este método, se han adjudicado efectos terapéuticos a algunas
plantas de generacion en generacion. Esto ha despertado gran interés en el hombre
por lo que se di6 a la tarea de investigar las propiedades terapéuticas de las plantas

para conocer sus componentes quimicos y crear nuevas alternativas.

El extracto citrico de lilidceas es un producto comercial elaborado a base de
ajo (Allium sativum) y cebolla (Allium cepa) con propiedades bactericidas, fungicidas
y viricidas de amplio espectro in vitro. Actualmente es utilizado para la desinfeccion
de superficies, instrumental médico y quirtrgico en diversas instituciones como el
Instituto Guatemalteco de Seguridad Social (IGSS), Centro Médico Militar y el
Hospital General San Juan de Dios, donde se han obtenido resultados satisfactorios;
ademas de su bajo costo a diferencia de otros desinfectantes utilizados actualmente.
(Mena R., 2000).

Dentro de las cualidades de este producto estan su rapida accién, amplio
espectro, no corrosivo, accion residual, soluble, estable, ecoldgico, biodegradable,

eficaz a bajas concentraciones y eficaz en presencia de materia organica.

Para determinar si el extracto citrico de lilidceas tiene potencial como agente

terapéutico en Medicina Veterinaria, es necesario conocer su toxicidad via oral.

En el presente estudio generé informacion sobre el uso potencial de este

producto como una alternativa terapéutica natural administrada por via oral.



Il. HIPOTESIS

El extracto citrico de liliaceas no causa toxicidad aguda, no produce mortalidad, ni
lesiones macroscopicas y microscopicas en estdbmago, higado, rifidn, corazén vy

pulmones en ratones Mus musculus.



Ill. OBJETIVOS

3.1 GENERAL.:

Generar informacion sobre la toxicidad del extracto citrico de liliaceas y su uso
potencial como alternativa terapéutica.

3.2 ESPECIFICOS:

3.2.1 Determinar la dosis letal 50 (DL50) del extracto citrico de liliaceas.

3.2.2 Evaluar cambios morfolégicos en los principales 6rganos de los ratones
tratados con las diferentes dosis.

3.2.3 Evaluar cambios histopatoldgicos en los principales érganos de los ratones
tratados con diferentes dosis.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1 AJO (Allium sativum)

4.1.2 DESCRIPCION BOTANICA

Hierba perenne. Forma un bulbo redondo compuesto de gajos. Tallo cilindrico
de 50 cm, hojas escasas de 30 cm de largo, planas en la mitad inferior, al florecer se
encorva hasta formar un circulo. Flores escasas en un ramillete floral membranoso,
color lila, 6 estambres mas cortos que la cubierta de la flor, 3 de ellos son apéndices
laterales a ambos lados de la punta delantera; a veces las flores son reemplazadas
por bulbitos. Bulbo compuesto de 4-6 gajos de sabor acre y picante (Caceres, A.;
1996).

4.1.3 HABITAT

Originario de Kirguiz, Liberia y domesticado en Asia Central a partir de A.
lingicupis Regel. Diseminado por las tribus nédmadas al este y oeste, de donde se ha
cultivado y usado ampliamente en casi todas las culturas desde hace mas de 5000
anos. Lleg6b a América a través de Europa en el siglo XV. Es cultivado en varias
regiones del mundo en sitios donde hay abundante agua. En Guatemala es cultivado
en la mayor parte del pais, particularmente en Huehuetenango y Solola (Céceres, A.;
1996).

4.1.4 HISTORIA

Es importante en la historia culinaria, medicinal y ritual de la mayoria de
culturas de la antigliedad, incluso fue venerado como un dios y despreciado como un
agente del diablo en la misma cultura. Es usado por los babilonios desde 3,000 aC,
es mencionado en el calendario de Hsai 2,000 aC. En los papiros de Ebers se



refieren a 800 formas terapéuticas, 22 lo incluyen como tratamiento para la cefalea,
problemas cardiacos y del parto, debilidad y tumores; en el Talmud lo recomiendan
para tratar inflamaciones, Hipocrates, Aristdteles y Dioscérides lo recomendaban

para multiples enfermedades y dolencias (Caceres, A.; 1996).

4.1.5 USOS MEDICINALES ATRIBUIDOS

El bulbo se wusa para tratar afecciones gastrointestinales (diarrea,
estrefiimiento, flatulencia, inapetencia, parasitosis), respiratorias (asma, bronquitis,
influenza, tos, tos ferina, tuberculosis) y nerviosas (insomnio, histeria), escorbuto e
hipertension. Topicamente se usa en compresas y cataplasmas para tratar
afecciones de la piel (escrofulas, pioderma, uUlcera, tifia) leucorrea, reumatismo,
vaginitis, verrugas y tumores; se aplica como unguiento para tratar callosidades
(Céceres, A.; 1996).

Oralmente se le atribuye propiedad antihelmintica, antiséptica, diaforética,
emenagoga, espasmolitica, estimulante, expectorante, hipoglicémica, hipotensora,

secretora, tonica, vasodilatadora, vermifuga y viricida (Caceres, A.; 1996).

Topicamente se le atribuye propiedad analgésica, antiséptica, desinfectante,

rubefaciente y vesicante (Caceres, A.; 1996).
4.1.6 FARMACOLOGIA

4.1.6.1 Experimental

Estudios antimicrobianos demuestran actividad desde tiempos de Pasteur; la
tintura y decoccion del bulbo tienen amplio espectro de actividad antibacteriana

(gram- positivo y negativo), antiviral (Herpes simplex, influenza B, parainfluenza 3,

estomatitis vesicular, vaccinia), antifungica (C. albicans y dermatofitos) vy



antiprotozoario (E. histolytica, T. vaginitis). Los extractos etandlico y acuoso inhiben
el crecimiento y respiracion de C. albicans (Caceres, A.; 1996).

El jugo inhibe el crecimiento in vitro de tumores de la piel inducidos por
benzopireno y 12-metilbenzantraceno e in vivo previene la carcinogénesis por 3-
metilcolantreno en cérvix uterino de raton, actividad también detectada en la alicina

sintética (Caceres, A.; 1996).

La fraccion proteica del extracto anejado in vitro estimula los macréfagos
peritoneales de ratén medido por consumo de glucosa y muestra actividad citostatica
y mitogénica en células de bazo, in vivo induce la estimulacion del aclaramiento de
carbon en raton. El extracto crudo protege contra la clastogenicidad del arsenito de
sodio medido por aberraciones cromosémicas en células de la médula 6sea de ratdon
(Céceres, A.; 1996).

Estudios farmacolégicos demuestran propiedad analgésica, antibibtica,
antihelmintica, antihepatotdxica, diurética, fibrinolitica, espasmolitica e hipoglicémica
en conejos normales y diabéticos. Estimula la produccién biliar, disminuye el
colesterol, triglicéridos sanguineos, acelera la cicatrizacion e inhibe la agregacion

plaguetaria (Caceres, A.; 1996).

El aceite es relajante el muasculo gastrointestinal de ratén medido por
propulsiéon de una comida de carbén y diarrea inducida por aceite de ricino; el aceite
volatil y sus componentes (aliina, S-alilmercaptocisteina y S-metilmercaptocisteina)
tienen actividad hepatotoxica inducida in vivo e in vitro en ratén e inhiben la

formacion de radicales libres y peroxidacion lipidica (Caceres, A.;1996).

En un modelo experimental de dermatofitosis provocada en conejos por
M.canis se demostrd que la aplicacidn topica del extracto crudo a una concentracién
1:10 en agua destilada combate la infeccion sin efectos secundarios aparentes
(Céceres, A.; 1996).



Se usa como terapia de soporte en el tratamiento de lepra, con franco
mejoramiento del cuadro clinico y disminucién del indice de bacterias (Caceres, A.;
1996)

4.1.6.2 Clinica

El aceite esencial ha demostrado ser efectivo en el control sanguineo del
colesterol y lipoproteinas de baja densidad, lo que contribuye a disminuir los riesgos

de enfermedad cardiaca (Caceres, A.; 1996).

En 77 pacientes hipertensos de 40-82 afos se demostraron resultados
excelentes o buenos en 90% de los pacientes. Estudios del efecto del ajo fresco en
los factores de riesgo de enfermedad cardiovascular demuestran que para obtener
efecto benéfico en los niveles de colesterol sanguineo, actividad fibrinolitica y
agregacion plaquetaria se requiere ingerir 0.2-1.0 g/kg, es decir de 5-20 dientes de
ajo fresco diarios (Caceres, A.; 1996).

4.1.7 COMPOSICION QUIMICA

El bulbo contiene aceite volatil sulfurado (33 compuestos como di, tri y
tetrasulfuro), mucilago, esteroides (aliina, alicina), glucdsidos (fructosazas),
minerales (cinc, cobre, germanio, magnesio, selenio), fosfolipidos, vitaminas (A,B,C),
nicotilamida, animo &cidos (derivados de cisteina y cisteinglicina) y antocianinas

(glucésido 3 de cianidina) (Caceres, A.;1996).

El analisis proximal de 100 g de hoja fresca contiene: 44 calorias, agua (86.4Q)
proteina (2.69), grasa (0.5g), carbohidratos totales (9.59), fibra (1.8g), ceniza (1.0g),
calcio (58mg) fésforo (46mg), hierro (0.6mg), caroteno (920 ug), tiamina (0.11mg),
riboflavina (0.14 mg), niacina (0.6mg), acido ascérbico (39 mg) (Caceres, A.;1996).



4.1.8 FARMACOGNOSIA

La materia médica es el bulbo subglobular de 8-20 dientes rodeados de 2-5
capas de hojas blancas, los dientes son ovoides, base truncada, terminal puntiaguda,
olor aromatico, sabor picante y persistente (Caceres, A.; 1996).

El principio de actividad antimicrobiana es la aliina que por accion de la
alianza se convierte en alicina, disulfuro de alilo y ajoene, que es un producto de
autocondensacion de alicina con actividad viricida, el orden en que se presenta dicha
actividad es ajoene > alicina > alil > metil tiosulfonato, ademéas puede usarse como
modelo de quimioterapia antifiungica. También se atribuye la actividad antimicrobiana
a la alixina y la garlicina que se obtienen por tratamientos severos del bulbo, aunque

existen dudas de su existencia en forma natural (Caceres, A.; 1996).

Los polisacaridos de fructosa o fructanos aislados de los dientes frescos
tienen actividad inhibidora de la adenosina deaminasa, por lo que en alguna forma
intervienen en la regulacion de los procesos en los que interviene la adenosina, tales
como la contraccidon cardiaca, flujo sanguineo, vasodilatacion, liberacion de renina,
agregacion plaquetaria y respiracion y liberacion de neurotransmisores (Caceres, A.;
1996).

La alicina es un sulféxido neutro, peso molecular 162, liquido blanco
amarillento, olor a ajo, densidad 1.112, indice de refraccién 1.561, soluble en agua y
etanol, con actividad contra virus, bacterias, micobacterias, levaduras y hongos
(Caceres, A.; 1996).

La aliina es un sulféxido alifatico basico, peso molecular 117, cristal blanco,
inodoro, punto de fusion 164-166°C, soluble en agua y metanol, insoluble en etanol

absoluto, es activo contra bacterias gram-positivas (Céceres, A.; 1996).



El ajoene es un factor antitrombético cuyo modo de accidén involucra los

receptores de fiibrindgeno en las plaguetas sanguineas que impide su agregacion.
4.1.9 FARMACODINAMIA

Uno de los principales productos de transformacion metabdlica del ajo es la S-
alilcisteina (SAC) que al administrarse oralmente en ratas, ratones y perros es
rapidamente absorbido en el plasma, higado y rifilones; la biodisponibilidad es 98.2,
103.0, 87.2% respectivamente; la excrecion se realiza por la orina, en la rata en la
forma N-acetil t en el raton en la forma SAC y N-acetil, la vida media de SAC es mas
larga en perros que en ratones (Caceres, A.;1996).

4.1.10 TOXICIDAD

El jugo y el aceite pueden ser irritantes de las mucosas y conjuntiva. El
extracto etandlico no tiene actividad mutagénica en S.typhimurium TA 98 y TA102 y
tiene una CLsy EN CAMARON SALINO > 1000 mg/ml. La DL so de la alicina en ratén
es 60 mg/kg por via intravenosa y 120 mg/kg por via subcutanea; la DLs, del aceite
es de 50-78 mg/kg por via intravenosa; la DLsy de neoalicina es 70 mg/kg por via
intravenosa y 600 mg/kg por via oral (Caceres, A.; 1996).

La administracion oral no produce efecto genotdxico medido por la prueba de
micronucleo en la médula 6sea y por inducciébn de cambios en las cromaticas
hermanas en la espermatogonia del raton. Por el uso tradicional prolongado en
alimentacion y medicina, podria decirse que el consumo diario de cantidades
moderadas no representa ningun riesgo para la salud (Caceres, A.; 1996).

4.1.11 INDICACIONES TERAPEUTICAS

Por su accion bacteriostéatica, diaforética y expectorante esta indicado su uso

en el tratamiento de asma, bronquitis crénica, catarro, influenza, tos ferina y resfrios
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en dosis de 2-4 g de bulbo seco tres veces al dia o jarabe (6-10 ml/dia). Como
antihelmintico esta indicado el jugo (10-30 gotas) y el jarabe (30 ml). Para la diabetes
e hipertension esta indicado el uso de la tintura 1:5 en etanol al 45% (6-10 ml/dia),
jarabe (6-10 ml/dia), aceite (0.1-0.4 ml/dia), esencia (0.2g en solucién oleosa), 3-9
dientes crudos picados o molidos o 2-4 tabletas con cubierta entérica (Caceres, A.;
1996).

4.2 CEBOLLA (Allium cepa)

4.2.1 DESCRIPCION BOTANICA

Planta bianual, bulbo con penacho de hojas, tallo erecto, 50 cm de alto,
lampifio. Hojas carnosas, huecas, cilindricas, puntiagudas, 15-50 cm de largo. Bulbo
jugoso, capas membranosas, compuestas de finas telitas transparentes, flores
numerosas, pequenas, en esferas al final del tallo, dentro de una delgada espata
membranosa (Caceres, A.;1996).

4.2.2. HABITAT

Nativa de Persia y regiones adyacentes, cultivada en todo el mundo; en
Guatemala se cultiva en todo el pais, principalmente en Zunil y Almolonga,
Quetzaltenango, la region del lago de Atitlan y Aguacatan, Huehuetenango (Céaceres,
A.; 1996).

4.2.3 HISTORIA

Se conoce que se utiliza desde la antigliedad, en las culturas de china, Egipto
e India se cultivaba como hortaliza. Los antiglios egipcios la adoraban como algo
sagrado y la utilizaban para tratar afecciones de la vejiga y el rindn. Dioscérides la
recomienda cruda y cocida para diversas enfermedades. Introducida a América
desde la colonia, se cultiva comercialmente desde el siglo XVI (Céaceres, A.; 1996).
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4.2.4 USOS MEDICINALES ATRIBUIDOS

El bulbo fresco o cocido se usa para tratar dispepsia, esplenomegalia,
hipertension, ictericia y prolapso rectal. La tintura, infusion en vino o jugo se usan
para tratar afecciones renales (proteinuria), intestinales (cdlico, indigestién,
inflamacién, estrefiimiento, hemorroides, lombrices) y respiratorias (constipado,
difteria, epistaxis, fiebre, pulmonia, resfriados, tos tuberculosis), trombosis coronaria,
edema y enfermedades exantémicas. El bulbo fresco o tostado machacado se aplica
en cataplasmas y emplasto para tratar artritis, abscesos, quemaduras, induraciones,

inflamaciones, mezquinos, tumores, Ulceras, cancer (Caceres, A.; 1996).

Se le atribuye propiedad antihelmintica, antiséptica, calmante, colerética,
depurativa, digestiva, diurética, emenagoga, emoliente, espasmolitica, estimulante,

expectorante, rubefaciente, sedante y vermifuga (Caceres, A.; 1996).

4.2.5 FARMACOLOGIA

4.2.5.1 Experimental

Estudios antibacterianos demuestran que los extractos acuoso y etandlico son
inactivos contra E. coli y S. aureus; el jugo tiene actividad bacteriostatica y algunos
componentes aislados son bactericidas. El aceite es activo contra fitopatdégenos
(Alternaria, Botrytis, Claviceps, Fusarium, Pieris, etc.) (Caceres, A.; 1996).

Estudios farmacol6gicos demuestran que extractos crudos y purificados del
bulbo son hipoglucémicos en conejos y ratones aloxanizados; en modelos animales
se demuestra que aumenta la presién sistdlica y el flujo coronario, estimula el
musculo uterino e intestinal y promueve el flujo biliar, el extracto alcohdlico es
diurético en ratas pero no es anti hipertensor en ratas hipertensas. El extracto
etandlico no inhibe el edema de la oreja de raton inducido por acetato de
tetradecanoilforbol (Caceres, A.; 1996)
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4.2.5.2 Clinica

Existen evidencias clinicas como las de Kraft y Hernandez de México que
demuestran sus bondades para tratar afecciones respiratorias (difteria, gripe,
pulmonia, tuberculosis, cancer). La administraciéon oral de preparados de alicina
disminuye los niveles de glucosa en voluntarios y diabéticos y normalizan su curva
de tolerancia. Muchos ensayos realizados con el ajo se aplican a la cebolla, aunque
su efecto es menos potente (Caceres, A.; 1996).

4.2.6 COMPOSICION QUIMICA

Las semillas contienen alcaloides (horenina, gramina), enzimas (amilasa),
almidén, sales minerales (fésforo, calcio, hierro, magnesio, potasio), acidos grasos
poliinsaturados (oléico, linoléico), aminas cuaternarias (candicina) y lipoproteinas

(purtionina) (Céaceres, A.; 1996).

El analisis proximal de 100g de tallos secos contiene: proteinas (22.79g), grasa
(501qg), carbohidratos totales (59.8g), fibra (20.2g), ceniza (12.4g); 100 g de semilla
fresca contienen: 348 calorias, agua (10.5g), proteina (9.7g), grasa (1.99),
carbohidratos totales (75.49), fibra (6.5g), ceniza (2.59g), calcio (55mg), fosforo (341
mgq), hierro (4.5mg), caréteno (10ug), tiamina (0.38mg), riboflavina (0.20 mg), niacina
(7.2mgq) (Caceres, A.;1996).

4.2.7 FARMACOGNOSIA

La materia médica son la semillas, la hordenina es un alcaloide que por su
accion adrenégica (simpaticomimética) se considera una adrenalina, poco téxica y
con amplia actividad terapéutica, estimulante del sistema circulatorio periférico con
estrechamiento capilar, bronqueolitica como la efedrina; antidiarreico por inhibicion
del hiperperistaltismo intestinal, hipertensiva por vasoconstriccién periférica y

cardiotdénica; las enzimas (amilasa) le dan propiedad digestiva. El aceite del germen
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es hipolipemiante. Por infusion y concentracion a presidén reducida se obtiene un
extracto y la diastasa, un polvo blanco amarillento, amorfo, capaz de convertir 50
veces su peso de almidon de papa en azucares (Caceres, A.; 1996).

La hordenina (peyocactina) forma en alcohol cristales en forma de prismas
ortorombicos, peso molecular 165, punto de fusion 117-118°C, punto de ebullicion
173°C, sublima a 140-150°C, muy soluble en alcohol, cloroformo , éter; presenta
actividad contra B. subtilis. E. coli, S.lutea y S. aureus. La purotinina es una
lipoproteina basica, peso molecular 11,300, cirtal blanco-amarillento, soluble en
agua, Nihidrina +, activa contra S. aureus (MIC 50ug/ml), S.cervisiae (MIC 5ug/ml) y
bacterias fitopatégenas (Xanthomonas oryzae); facilmente digerible por enzimas
proteoliticas como quimo tripsina, papaina y quemopapaina (Caceres, A.; 1996).

4.2.8 TOXICOLOGIA

La DLso del clorhidrato de hordenina es 113.5mg/kg en el raton; la DLsy de la
purotionina en rata por via intraperitoneal es de 15mg/kg. La DTM de la infusidn es
1,000 mg/kg (Caceres, A.; 1996).

4.2.9 INDICACIONES TERAPEUTICAS

Por su propiedad adrenérgica, diurética y emoliente esta indicada para tratar
dispepsia, enterocolitis, hipotensién, cistitis, pielonefritis, litiasis renal, hiperlipemia y
arteroesclerosis. Se recomienda administrar a voluntad una dosis de 20-30 g/l en
decoccion, 5-20 g/dia del polvo de malta y aceite, como complemento alimenticio
(Céceres, A.; 1996).

Para su uso externo se aplican cataplasmas de la harina diluida en agua
caliente, el extracto de malta se usa como nutritivo y digestivo en dosis de 15¢g
(Caceres, A.; 1996).
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4.3 ETANOL (Alcohol etilico)
4.3.1 CARACTERISTICAS FiSICAS

Sustancia incolora, aromatica, soluble en agua y grasas, con una densidad
aproximada de 0.8 gr/ml, posee un punto de ebullicion bajo (volatil) al igual que su
punto de congelacién por lo que generalmente son utilizados como disolventes o
antisépticos (Cook, H; Leuallenosol, M; Martin, A; Tice, S; Vanmeter, K; 1965).

4.3.2 CARACTERISTICAS QUIMICAS

Su férmula estructural es CH3-CH>OH; es una sustancia organica alifatica (de
cadena no ciclica), caracterizadas por la presencia de un grupo funcional hidroxilo (-
OH) enlazado directamente a un carbono terminal (alcohol primario) o intermedio de
la cadena (alcohol secundario). Los alcoholes mas importantes en toxicologia son el
etanol, el metanol y el etilenglicol (Cook, H; Leuallenosol, M; Martin, A; Tice, S;
Vanmeter, K; 1965).

4.3.3 MECANISMO DE ACCION

El etanol es un depresor del sistema nervioso central, de la misma manera
que los anestésicos generales (Cook, H; Leuallenosol, M; Martin, A; Tice, S;
Vanmeter, K; 1965).

4.3.4 CINETICA

El etanol posee una rapida absorcién oral (<30), puede ingerirse también por
via respiratoria y cutanea. El etanol no se une a las proteinas plasmaticas y posee
un bajo volumen de distribucién (0.6 L/Kg). Aumenta la osmolaridad sérica y el
hueco osmolar ademas de producir acidos que aumentan el hueco aniénico (Cook,
H; Leuallenosol, M; Martin, A; Tice, S; Vanmeter, K; 1965).



15

El 5-10% del etanol se elimina inalterado por via renal y también puede
eliminarse por via pulmonar (Cook, H; Leuallenosol, M; Martin, A; Tice, S; Vanmeter,
K; 1965).

4.3.5 DOSIS TOXICA

25 ml. de etanol puro produce etanolemia >0.5 g/L. A continuacion se

presenta la sintomatologia relacionada a los niveles séricos de etanol:

Concentracion Estado Sintomas y signos
g/L
clinico
0.5-1 Euforia  Sociable, desinhibido, disminucion de la atencién
1-2 Excitaciéon Inestabilidad emocional, aumento del tiempo de
reaccion
2-3 Confusion Desorientacién, mareo, diplopia, hipostesia,

incoordinacion, ataxia
3-4 Estupor  Apatia, incapaz de levantarse, vémitos,
incontinencia de esfinteres, adormecimiento
4-5 Coma Inconsciencia completa, anestesia, abolicion de
reflejos, hipotensién, hipoventilacién, hipotermia
>5 Muerte  Paro respiratorio
(Cook, H; Leuallenosol, M; Martin, A; Tice, S; Vanmeter, K; 1965).

4.3.6 USOS:

El alcohol se usa en farmacia, principalmente por su poder disolvente. En
materia prima en la fabricacion de muchos preparados importantes, como éter,
cloroformo, yodoformo, etc. En Medicina Veterinaria el etanol tiene una funcion
hipnoética, estomaquica y carminativa (Cook, H; Leuallenosol, M; Martin, A; Tice, S;
Vanmeter, K; 1965).
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4.4 ACIDO CITRICO
4.4.1 CARACTERISTICAS QUIMICAS:

El &cido citrico es un sdlido translucido o blanco, de forma granular, inodoro,
de sabor acido fuerte, fluorescente al aire seco, cristaliza a partir de soluciones
acuosas concentradas calientes en forma de grandes prismas rombicos, con una
molécula de agua, la cual se pierde cuando se calienta a 100° C, fundiéndose al
mismo tiempo (Cook, H; Leuallenosol, M; Martin, A; Tice, S; Vanmeter, K; 1965).

Este &cido se obtiene por un proceso de fermentacion. El &cido citrico se
obtenia originalmente por extraccion fisica del acido del zumo de limén. Hoy en dia la
produccion comercial de acido citrico se realiza sobre todo por procesos de
fermentacion que utilizan dextrosa o melaza de cana de azucar como materia prima y
Aspergillus niger como organismo de fermentacion. La fermentacion puede llevarse a
cabo en tanques profundos (fermentacion sumergida, que es el método mas comun)
o en tanques no profundos (fermentacién de superficie). La fermentacién produce
acido citrico liquido que luego se purifica, concentra y cristaliza (Cook, H;
Leuallenosol, M; Martin, A; Tice, S; Vanmeter, K; 1965).

4.4.2 TOXICOLOGIA

LD50 / oral / raton = 5040 mg/kg; LD50 / oral / rata = 11700 mg/kg; LD50 / IV /
rata = 885 mg/kg; LD50 / IV / raton = 961 mg/kg. No se han evidenciado efectos
carcinogénicos, mutagénicos ni teratogénicos. En ciertos individuos puede
manifestarse leves reacciones de sensibilizacion (Cook, H; Leuallenosol, M; Martin,
A; Tice, S; Vanmeter, K; 1965).

4.4.3 USOS

En solucién se usa a menudo como sustitutivo del jugo de limén. Algunas
veces se le llama sal de limén lo que ha originado el que se le confunda con los
oxalatos de potasio a los que se da también este nombre (Cook, H; Leuallenosol, M;
Martin, A; Tice, S; Vanmeter, K; 1965).
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4.5 EXTRACTO CITRICO DE LILIACEAS: FILIFERINA

En la prevencion de enfermedades infecto-contagiosas, se han logrado
enormes avances a través de medidas de higiene, el uso de antimicrobianos y la
aplicaciéon de inmunizantes. Sin embargo, no es aventurado decir que la piedra
angular de la reduccién de enfermedades es la antisepsia y la desinfeccién (Bravo,
J.; 2004).

La desinfeccibn se realiza con el fin de eliminar el mayor nimero de
microorganismos patégenos o bien convertidos en inertes, para evitar infecciones en
clinicas o subclinicas que indican negativamente sobre la salud y bienestar del
hombre (Bravo, J.; 2004).

Se considera que una buena desinfeccion debe matar al 99.99% de los
microorganismos existentes en el medio. Si esto falla, se crea el fendbmeno
denominado “cansancio” del area a desinfectar. En este caso los microorganismos
patdégenos residuales, agresivos y resistentes a los desinfectantes, se perpetuan,
conduciendo a la proliferacién de cepas altamente patdgenas (Bravo, J.; 2004).

Se ha comprobado que los desinfectantes tradicionales cada vez tienen menor
eficacia. Por ejemplo, una desinfeccién poco eficaz (48% de efectividad) favorece
infecciones severas por Klebsiella sp., Staphylococcus sp., Proteus sp., Psudomonas
sp., virus herpes y hongos en pacientes inmunodeprimidos (Bravo, J.; 2004).

4.5.1. COMPOSICION

Cada 100 ml contiene:
e Extracto de liliaceas 50 ml.
e Acido citrico al 0.5% en solucién etandlica 25 m.
e Vehiculo c.s.p. 100 ml. (Bravo, J.; 2004).
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4.5.2 DESCRIPCION

La filiferina es un producto de origen natural elaborado a partir de extractos de
varias plantas de la familia de las Lilidceas entre las cuales cabe mencionar el ajo
(Allium sativum) y la cebolla (Allium cepa). Esta formulado especialmente para uso
en hospitales por ser altamente efectivo contra bacterias (gram + y gram -), hongos, y
virus (Bravo, J.; 2004).

Su mecanismo de accion radica en la actividad tensoactiva que altera el
aporte energético necesario en las distintas fases de replicacion de los microbios y
altera la permeabilidad de la membrana celular. Ademas la Filiferina al ser un
desinfectante catidnico natural, inhibe la respiracién y la produccién de proteinas
indispensables para el metabolismo de los organismos gram + y gram - (Bravo, J.;
2004).

4.5.3 CARACTERISTICAS

Rapida accion

Amplio espectro

No corrosivo

Accion residual

Atoxico para el hombre y animales
No irrita piel ni mucosas

Total solubilidad

Efectividad en presencia de materia organica

© N O O bk~ Db~

9. Desodoriza

10.Eficaz a bajas concentraciones
11.Estable

12.Econdmico

13.Ecoldgico

14.Biodegradable (Bravo, J.; 2004).
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4.5.4 EFICACIA DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA IN VITRO
La eficacia antimicrobiana de filiferina contra diversos patégenos de
importancia clinica se denota en las siguientes concentraciones minimas inhibitorias

del desinfectante en cepas oficiales y de campo de diferentes microorganismos:

Concentracion

Microorganismo minima inhibitoria
Staphylococcus aureus 1:2000
Staphylococcus 1:1000
pyogenes
Streptococcus fecalis 1:1000
Salmonella sp. 1:700
Salmonella typha 1:1000
Escherichia coli 1:2000
Klebsiella pneumoniae 1:1000
Kebsiella sp. 1:2000
Vibrio coli 1:2000
Proteus vulgaris 1:2000
Pseudomonas aeruginosa 1:1000
Lactobacillus 1:2500
pentoacelicus
Aspergillus niger 1:800
Aspergillus fumigatus 1:1500
Aspergillus oryzae 1:1000
Aspergillus parasiticus 1:900
Aspergillus terreus 1:700
Aspergillus flavus 1:800
Fusarium oxyporum 1:900
Penicillium sp. 1:1500
Penicillium funiculosum 1:1300
Penicillum roqueforti 1:900
Pullutaria pullulans 1:1300
Trychophyton interdigital 1:1600
Scerotinia laxa 1:1000
Chaetonium globosum 1:1500

(Bravo, J.; 2004)

Es conveniente comparar las concentraciones minimas inhibitorias
encontradas para filiferina y las concentraciones recomendadas para el empleo en

hospitales de la presentacion comercial de 1:20 1:180 es decir, es una solucién mas
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concentrada que las descritas en la tabla, o que garantiza una acciéon mas rapida y
efectiva (Bravo, J.;2004).

4.5.5 CITOTOXICIDAD

La filiferina ante el VHS-1 (virus herpes tipo 1) presenta una actividad
desinfectante mayor que frente a VIB (virus influenza B). El sistema de deteccion
para el VIB es menos sensible a la accién del desinfectante ya que soélo resulté
toxico cuando se inoculé sin diluir (Bravo, J.; 2004).

El extracto citrico de liliaceas: filiferina presenta capacidad desinfectante frente
a los virus del herpes simple tipo 1 y la Influenza B (Bravo, J.; 2004).
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V. MATERIALES Y METODOS
5.1. MATERIALES

e 5jaulas para ratones e Estetoscopio

e Alimento balanceado e Balanza de resorte (capacidad
e Viruta para 1.5 kilos)

e Agua potable e Ficha para consignar resultados

e 10 jeringas de 1 ml e (Calculadora

e 10 agujas calibre numero 30 e Computadora

e Instrumental quirurgico basico e Microscopio binocular

e 50 hojas de bisturi numero 4 e Portaobjetos de vidrio de (2.5” x
e 50 frascos de vidrio 17)

5.2 RECURSOS BIOLOGICOS

e Extracto Citrico de Lilidceas Filiferina:
= 50 ml. de extracto de liliaceas (ajo y cebolla)
= 25 ml. de acido citrico al 0.5% en solucion etandlica
= Vehiculo c.s.p. 100 ml.

e Formol 10%

e Cloroformo

e 50 ratones Mus musculus

e Coloraciéon Hematoxilina-Eosina (H.E.)

5.3 RECURSOS HUMANOS

e Tesista

e Asesores para analisis del caso
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5.4 AREA DE ESTUDIO

Realicé el desafio del extracto y analisis patolégico en la Unidad de Vida
Silvestre de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad de San
Caros de Guatemala y los analisis histopatolégicos en el Laboratorio de Anatomia
Patoldgica de la misma facultad.

5.5 CRITERIOS DE INCLUSION

Utilicé ratones aparentemente sanos que por lo tanto no mostraran cambios en el

periodo de observacion (8 dias) sobre los siguientes aspectos:

Peso (12 a 30Q)

e Pelaje

e Mucosas

e Consumo de alimento

e Consumo de agua

e Heces (Ballenger L., 2007).

5.6 METODOS

5.6.1 PREPARACION DEL AREA EXPERIMENTAL

Preparé el area experimental realizando la limpieza y desinfeccion de las

jaulas, comederos y bebederos.

5.6.2 DISTRIBUCION DE LOS GRUPOS EXPERIMENTALES

Distribui los ratones en cinco grupos experimentales de la siguiente manera:
e Jaula No.1: Grupo control
e JaulaNo.2: 0.4 pl/g
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e Jaula No. 3: 2 pl/g
e Jaula No. 4: 10 ul/g
e Jaula No. 5: 50 pul/g

Cada grupo fue conformado por 10 ratones por jaula. ldentifiqué cada individuo

utilizando un cédigo de numeros con marcador permanente.

5.6.3 PERIODO DE OBSERVACION

Realicé la primera observacion de los ratones en estudio durante 8 dias. Hice
la primera toma de parametros el primer dia del periodo de observacién. Anoté los
cambios observados de acuerdo a los criterios de inclusion. Realicé la segunda
toma de pardmetros el octavo dia del periodo de observacion. Anoté los cambios de

los ratones en relacion a los criterios de inclusiéon previamente mencionados.

5.6.4 ADMINISTRACION DEL TRATAMIENTO

Estableci el peso vivo de cada ratén perteneciente al estudio para realizar el
célculo de la dosis a administrar. Utilicé una jeringa de 1 ml, aguja calibre 30 para
suministrar la dosis de los ratones. Sujeté a los ratones segun los métodos
mencionados por Ballenger L., 2007 y administré la dosis que les corresponda via
oral segun al grupo al que pertenecian.

Registré la ocurrencia de mortalidad en los individuos desde las 0, 1, 3, 6, 12,
24, 48, 72, 96 y 120 hrs. Retiré a los animales que murieron y realicé la necropsia.
Sacrifiqué a los animales que no murieron durante el transcurso del experimento
utilizando el compuesto quimico cloroformo por inhalacion y procedi a realizar la

necropsia.
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5.6.5 NECROPSIAS

Realicé las necropsias de los individuos siguiendo el procedimiento descrito
por Garcia, H., 2004. Realicé la observacién y reconocimiento de las lesiones
encontradas siguiendo los criterios descritos por Garcia y Zea, 2003. Registré
cualquiera de las siguientes lesiones:

o Organos tumefactos

o Organos degenerados (hidrépica, hialina)
o Organos con esteatosis

o Necrosis

o Cambios en pigmentacion

o Hiperemia y/o congestién

o Hemorragias

o Infartos

o Edematizacion

o Inflamacién
5.6.6 HISTOPATOLOGIA

Realicé el examen histopatolégico de los cortes tisulares de los 6rganos
afectados siguiendo el procedimiento descrito por Garcia y Zea, 2003. Registré
cualquiera de las siguientes lesiones:

o Células tumefactas

o Células degeneradas (hidrépica, hialina)
o Células con esteatosis

o Necrosis

o Cambios en pigmentacion

o Hiperemia y/o congestién

o Hemorragias

o Infartos

o Edematizacion
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o Inflamacién

5.6.7 REGISTRO DE RESULTADOS

Utilicé hojas de evaluacion para registrar los parametros y resultados
obtenidos (anexos 1, 2, 3).

5.7 METODO ESTADISTICO

Determiné la DLso utilizando la regresion de Probit de acuerdo a los datos de
mortalidad que obtuve en este estudio (Diaz, M; Bulas, G; Pica Y; 2003).

Utilicé estadistica descriptiva (Sokal, Rohlf; 1995) para describir la mortalidad
generada por las cuatro dosis y la diferencia en el tiempo transcurrido entre la

aplicaciéon de cada dosis del producto y la muerte de los ratones .

Realicé los analisis estadisticos usando los programas de Statistica y R.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

Para determinar la dosis letal 50 (DLsp), utilicé cuatro dosis base. Calculé la
dosis a administrar a cada individuo segun al grupo al que pertenecia. Puesto que
el volumen a administrar estaba dado en gotas, y algunos ratones, por su peso,
requerian fracciones de gota, aproximé las dosis al entero mas cercano. Debido a
esto las dosis base fueron ajustadas (cuadro 1).

Cuadro 1: Rango de dosis administradas segun peso de cada individuo de cada
grupo experimental.

Grupo Dosis Rango Volumen
ui'g (ul/g) (No. de gotas)
0.4 0.36 -0.44 3-5
2 1.97 -2.05 17-25
3 120 2.4-10.05 83-125
50 15.75-37.2 417-625
5 Control - -

En el cuadro 2 presento el porcentaje de mortalidad generada en los
individuos de los cinco grupos experimentales.

Cuadro 2: Mortalidad generada por el extracto citrico de liliaceas segun la dosis
administrada.

Grupo Dosis % de
(ul/g) Vivos Muertos mortalidad
1 0.4 10 0 0
2 2 7 3 30
3 10 0 10 100
4 50 0 10 100
5 Control 10 0 0
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En los ratones del grupo con la dosis de 0.4 pl/g no observé signos de
intoxicacion. Los individuos de los grupos 2 pl/g y 10 pl/g, exhibieron disnea, anorexia
y segregacion antes de morir. Todos los ratones tratados con la dosis de 50 pl/g,
murieron inmediatamente después de la administracion del extracto, manifestando

marcada disnea antes de concluir la administracion de la dosis.

En cuanto a la mortalidad, considero que ésta pudo deberse principalmente a
los efectos hepatotdxicos de los grupos sulfurados y la alicina del ajo; y a los grupos
sulféxidos de la S-metilcisteina y S-propenilcisteina de la cebolla (Martinez, C. 2007;
Colomé, A., et al. 2003; Céaceres, A. 1996; Pahlow, M. 1985). Sumado a esto, el
etanol presente en el extracto citrico de liliaceas, aumenta la permeabilidad gastrica
y duodenal (Bondi 2008). Este aumento de la permeabilidad genera mayor absorcion
de los compuestos téxicos del ajo y la cebolla. La alta concentracion de estas
sustancias tdxicas sobrepasa la concentracion de las enzimas hepaticas encargadas
de su neutralizacién. Por otra parte, los componentes téxicos del ajo y la cebolla

pudieron originar un efecto sinérgico.

En el cuadro 3 presento los tiempos medios de muerte de los grupos

experimentales.

Cuadro 3: Tiempo de muerte (media e intervalo de confianza del 95%) de los ratones
que murieron en los cinco grupos de estudio.

Grupo Dosis Tiempo de muerte de los
pl/g ratones sometidos al estudio

(media % I.C. 95%)

1 0.4 -

2 160 + 76.99 min.

2
3 10 175.5 £ 168.59 min.
4 50 0 £ 0 min.

5 Control -
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En el grafico 1 presento el grafico de la regresion Probit, incluyendo la DLso,
(que corresponde a 2.02 pl/g).

Grafico 1: Dosis letal 50 (determinado por regresion Probit) del extracto citrico de
liliaceas administrado a ratones (Mus musculus).
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En el grupo control y el grupo tratado con 0.4 pl/g, observé lesiones hepaticas
y renales (anexo 4). En el higado observé congestién, petequias y focos necréticos.
En el rihdn observé congestion renal. Histolégicamente las lesiones en el higado
fueron congestion, hemorragia y esteatosis; mientras que en el rihdn fueron
congestion, leve hialinizacién y células con degeneracién hidrépica (anexo 5). Las
lesiones hepaticas indican un aumento del metabolismo hepatico. Los canaliculos
biliares se hipertrofian para poder eliminar la mayor cantidad de desechos celulares
y/o tdxicos que se metabolizan. En el rindn, la hialinizacién es producida por la
salida de proteinas sanguineas como resultado del aumento de permeabilidad en
vasos sanguineos. La degeneracion hidrdpica es consecuencia de la hialinizacién en
rindn (Garcia, H; Zea, J. 2003). El cloroformo utilizado para el sacrificio de los
animales, ocasiona este tipo de lesiones a nivel hepatico y renal (Banister, K; et al;
1995).
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Las dosis entre 2 y 10 pl/g generaron la mayoria de lesiones en los érganos
estudiados. Los oOrganos mas afectados fueron estémago, higado y pulmoén
(cuadro 4). En el estbmago observé las paredes estomacales engrosadas y
contenido alimenticio. En el higado encontré focos necréticos. En el pulmoén observé
enfisema y congestion. Histologicamente en el estdbmago observé descamacion
epitelial, congestion severa, hemorragia en mucosa, fragmentacion en la mucosa,
edema, areas de la mucosa con afecciéon y pérdida de estructura. En el higado
encontré congestiéon, hemorragia, hipercromatosis nuclear, aumento de la actividad
de los canaliculos biliares, degeneracion hidropica y leve edema. En el pulmén
observé enfisema, congestion, hemorragia y edema. Las lesiones a nivel pulmonar
se deben a que el 20% del etanol, es absorbido a este nivel (Bondi, J; 2008). Las
lesiones gastricas se deben a que el etanol ocasiona un dano géstrico agudo que
aumenta la permeabilidad de la mucosa gastrica originando el aumento de absorcion
de los toxicos (componentes toxicos del ajo y cebolla); dando como consecuencia, el
aumento de sustancias téxicas a nivel sanguineo. Estas sustancias toxicas son
llevadas al higado por la circulacién portal, en donde el higado metaboliza la mayor
cantidad de toxicos y/o desechos celulares. Observé otras lesiones en rifidn y
corazén. En el rifdn observé petequias mientras que en corazén encontré
congestion a nivel del &pice. Histologicamente, en el riRdn encontré edema,
hialinizacion, hemorragia, dilatacién del penacho glomerular y congestion. En el
corazén observé congestion, hemorragia, separacion de las fibras musculares e

hialinizacion.

En la dosis de 50 pul/g los 6rganos afectados fueron estdmago, rindn higado
y pulmdn, los cuales presentaron lesiones similares a las dosis intermedias.
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Cuadro 4: Numero de ratones que presentaron lesiones en los diferentes érganos
estudiados en cada grupo experimental tratados con el extracto citrico de liliaceas.

Grupo Dosis Numero de individuos por grupo que presentaron lesiones
(ul/g) en los diversos érganos de estudio
Estémago Higado  Rifidn Pulmon Corazén
*1 0.4 0 10 0 0 0
2 2 90 20 20 20 10
3 10 70 80 5 70 50
4 50 60 20 60 10 0
*5 Control 0 60 20 0 0

*Los individuos de estos grupos fueron sacrificados con cloroformo
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VIl. CONCLUSIONES

1. La dosis letal 50 (DLso) del extracto citrico de liliaceas via oral en Mus
musculus es de 2.02 pl/g.

2. Los érganos mas afectados por la administracidon del extracto citrico de

liliaceas en dosis elevadas via oral fueron estomago, higado y rifién.

3. Los cambios histologicos sobresalientes por la administracion del extracto
citrico de lilidceas en dosis elevadas via oral fueron descamacion epitelial y
disminucién de la mucosa en estémago; hipercromatosis nuclear y aumento
de la actividad de los canaliculos biliares en higado; dilatacion del penacho

glomerular e hianilizacion en rifién.
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Vill. RECOMENDACIONES

. Realizar ensayos de toxicidad aguda del extracto citrico de liliaceas via
subcutanea o intravenosa para completar el estudio de toxicidad aguda.

. Realizar ensayos comparativos del extracto acuoso del producto con el fin de

evaluar los cambios morfolégicos gastricos, hepaticos y renales.

. Realizar ensayos de toxicidad subaguda y crénica previo a la realizacion de

ensayos in vivo para determinar las propiedades terapéuticas del extracto.

. Realizar ensayos para la determinacidn de la concentracion minima inhibitoria

in vivo.

. Realizar ensayos para determinacién de la dosis terapéutica.
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IX. RESUMEN

Determiné la toxicidad aguda del extracto citrico de liliaceas en ratones Mus
musculus. Utilicé cuatro dosis base determinadas por estudios pilotos previos.
Formé cinco grupos experimentales de diez animales cada grupo. Los grupos
experimentales fueron clasificados segun dosis base administrada de la siguiente
manera: Grupo 1 (0.4 pl/g), grupo 2 (2 pl/g), grupo 3 (10 pl/g), grupo 4 (50 pl/g) y
grupo control. Observé los ratones, previo al inicio del estudio. El periodo de
observacién fue de ocho dias para determinar enfermedad aparente. Calculé dosis y
volumen a administrar del extracto a cada individuo segin su peso y grupo que
pertenecian. Suministré el extracto por via oral a cada individuo y observé signos y
mortalidad de estos durante las 0, 1, 3, 6, 12, 24, 48, 72, 96 y 120 hrs. Retiré a los
animales que murieron y procedi a realizar la necropsia. Sacrifigué a los animales
que no murieron durante el transcurso del experimento utilizando el compuesto
quimico cloroformo por la via de inhalacidén y procedi a realizar la necropsia. Realicé
el examen histopatolégico de los cortes tisulares de los 6rganos. Registré las
lesiones observadas. Utilicé regresién Probit para determinar DLsp (2.02 pl/g). Las
principales lesiones observadas fueron dafio en mucosa gastrica y duodenal, dafio
hepatico y renal.
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Xl. ANEXOS



Anexo 1: Hoja de registro de parametros en periodo de observacion

Grupo

Sexo

Pelaje

Mucosas

Heces

Consumo de
alimento

Consumo
de agua
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Raton No. 1

Raton No.

Raton No.

Raton No.

Raton No.

Raton No.

Raton No.

Raton No.

2
3
4
5
6
7
8
9

Raton No.

Raton No. 10

Anexo 2: Hoja de calculo de dosis segun grupo experimental

GRUPO:

Volumen /
gota

Dosis
administrada

Volumen /
gota

No. Dosis base /
Raton Peso/gr microlitros




Anexo 3: Hoja de registro de mortalidad de los ratones
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GRUPO:
No. 0 1 6 12 | 24 | 48 | 72 | 96 | 120
Ratdn | Sexo | Peso| Dosis administrada | Volumen | min | hr | hrs | hrs | hrs | hrs | hrs | hrs | hrs | hrs
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

Anexo 4: Principales lesiones macroscépicas encontradas en la necropsia de los
diversos érganos estudiados de los cinco grupos experimentales.

DOSIS
ORGANO 0.4 pl/g 2 pl/g 10 pl/g 50 pl/g CONTROL
Contenido
alimenticio,
paredes
Estdmago | No hay lesiones | engrosadas. Con gas Con gas No hay lesiones
Congestion,
petequias,
Higado No hay lesiones Infarto Infarto Infarto infarto
RifA6n No hay lesiones Petequias Petequias Petequias Congestién
Pulmén No hay lesiones Enfisema Enfisema No hay lesiones | No hay lesiones
Corazén | No hay lesiones Congestidn Congestién No hay lesiones | No hay lesiones
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Anexo 5: Principales lesiones microscépicas encontradas en los cortes histoldgicos de
los distintos 6rganos estudiados de los cinco grupos experimentales.

DOSIS
ORGANO 0.4 pl/g 2 pl/g 10 ul/g 50 pl/g CONTROL
Descamacién Descamacion
Areas con epitelial de la epitelial de la
disminucion del | mucosa, dilatacién | mucosa, dilatacion
grosor de la de células de células
mucosa, glandulares e glandulares e
descamacion | hipercromatosis de | hipercromatosis de
epitelial y las células las células No hay
Estémago | No hay lesiones congestion. parietales. parietales. lesiones
Congestion,
Congestion, y edema, Congestion Congestion
hemorragia. hemorragia severa, aumento | severa, aumento Congestion,
Foco necrético severa, de actividad de de actividad de tumefaccién
en la periferie del | degeneracion | canaliculos biliares | canaliculos biliares turbia,
corte. hidropica, y células con y células con degeneracién
Degeneracién esteatosis, degeneracion degeneracion hidrépica y leve
Higado hidrépica. cardiomegalia. hidrépica. hidrépica. hemorragia.
Hemorragia Hemorragia
severa, dilatacién | severa, dilatacién
del penacho del penacho
glomerular, glomerular,
Hialinizacion, degeneracién degeneracién
hemorragia, hidrépica, hidrépica,
congestion y hialinizacién y hialinizacion y Congestion, y
degeneracién células tubulares | células tubulares leve
Rifién No hay lesiones hidrépica. necrosadas. necrosadas. hialinizacién.
Hemorragia,
edemay Hemorragia, Hemorragia, No hay
Pulmén | No hay lesiones enfisema. edema y enfisema. | edema y enfisema. lesiones
Congestion y Congestion e No hay
Corazén | No hay lesiones hemorragia hialinizacién No hay lesiones lesiones
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