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RESUMEN

Se recolectaron rsmas de Alvarados amorhphoides (Cols de Zorro o

Plumajillo),; las cusles se secaron y molieron.

Se hicieron extracciones etanfilicas de la muestra y se concentra
ron para abtener el extracto bruto. Con una porcibn de este extrac-
to se montaron dos columnas cromatogr&ficas y se aislaron de cada uns

de ellas, tanta la Alvaradona como 1ls Umbeliferona.

Se realizaron evaluaciones entibacterianas, aplicsndo el método-
Cilindro-Placa, can =1 extracto bruto y con cadas una de las sustancias
glsladas a ‘diluciones de 1000 ppm., 5000 ppm y 10000 ppm, utilizsndo -

como cepas de ensayo la Pseudomons spe y el Staphylococcus aursus.

Se observh gue el crecimiento del Staphyvlococcus aureus fue inhi-

bido por el extrecto bruto y por ls Alvaradona, pero no par ls Umbeli-

feronae

Ls Pseudomona sp., no presentf ninguns susceptibilidad al extrac-

to bruto, a la Alvaradona, ni a la Umbeliferona.



INTRDBDUCCIODN

Ea los filtimos afios, el descubrimiento de nuevas mgentes antibac-
terianos he sido praducio de numerosas lnvestigacliones y, sungue mu-
chog de estos agentes pueden sintetizarse en el laboratorio de Inves-
tigacibn Farmacfutics, caonstantemente se estén buscando nuevas sustan-

cias inhibitorims de origen natural.

Para contribuir a ls blisgueda de nuevos compuestps para combatir
lag diversas infecciones gue sufre.. el hombre, siendo mayor el proble-
ma en lug hospitales debido 2 la resistencis de slgunas bacterias,
tales como Pseudomona sp., 2 los antibacterianns, se selecciond la es-
pecie Alvarsdos amorphoides Lieb., de le familia Simarubficeas, cono-
cidas comlinmente como Cola de Zorro o Plumazjille por poseer entre sus

componentes sustancias con propiedades inhibitorias,

Egste estudio tiene como ebjetivo investigar el posible efecto an-

tibacteriano in-vitro, del extracto brute de Alvarados amorphoides,

asl mismo, de sus componentes sisladosj la Alwaradona y la Umbelifero-

na sobre Pseudomona sp vy Estaphylococcus asureus.




ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICQOS

En el estudio fitoguimico de 1ls especie Alvarados smorpheides,se-

reporta el aislamiento de diversas sustancias, entre ellas, s Alvars-
dona (1,5=dihidroxi-2-metil-antraquinona) (anexa 2a} y la Umbeliferona

(7-hidroxicumarina) (snexo 3a.) (30)

La Alvaradona es un compuesto nuevo, aislado e identificado en el
laboratorio de Investigacibn Aplicada y Tesis Profesionales de la Uni-
versidad de El Salvador; por tanto, se carece de referencias bibliogré
ficas sohre elle ; esto motivb a gue se investigaran las propiedades
caracteristicas de compuestos con estructura similar; es decir, de las

Quinonas, encontrando ls siguiente informacibn :

- Algunos derivados de la Antraguinona, como la Emodina, inhiben el -

crecimiento del Staphylococcus aureus mediante un blogueo de la res

piracifn celular. (10)

- La Accifn bactericida de la Quinona es superior a la del Fenol y Ti
mol; su potencia germicida se debe a gue actlia guimicamente sobre-
algunos constituyentes de las proteinas esenciales para las bacte -
rias o sobre algunos de los aminoacidos constituyentes de éstas.(12,

13)

- La p-guinona es de 80 - 150 veces tan eficaz en la destruccifn del-

Bstyphosus coma el Fenol y el Quinol. A diferencia de los fenoles,



&lcalis y aminas, lz potencia bactericidas de les quinonas disminuy

ye con el sumento de la serie homblogee. (25)

Las guinonas, las hidroguinonas y sus analogos nitrogenados, tig
nen fuerte accibn bacterinostitica sobre microorganismos Gramposi-

tivos como 21 Staphvlococcus zursps y el Bacillus subtilis; ade -

més, sor activas contra microorganismes Gramnegativos como la Eg

cherichia coli y el Aerobacter azerogenes. (31).

Le Fenantraguinona, inhibe el crecimiento del Staphylococcus au -

reus a ung concentracifn de 1,200000. (3)

Se ha postulads que en las guinonas, se requiere ls presencia gi-
multénes de un grupo Me v 1 & 2 grupas OH para que ejerzan un fuer
te efecto inhibitoric sobre las bacterias. (22)

Con respecto & la lmbeliferona, se encontrf le siguiente informa -
cifin sobre su actividad antibacteriana :

Presenta actividad tuberculost3tica a una concentracifin de 5—1Dx10&.

(5)

De las lactonas insaturadas, la Umbeliferona es la més simple y la-
mas especifice in-vitro contra la Brucella a concentracifn de -

1:2500. (27)



DESCRIPCION BOTANICA

Nombre Cient§fico cevevonssccsssssenre Alvaradng amorphoides Lish.
Familia. CorPROrOROrPeEBIERPRSBLOG Smamhéseas
Nombres Comunesg. csncasconssesseacens LOla de Zorro o Plumajillo.

El Plums jillo es un &rbol mediano, de aproximadamente 15 mts de=-
altura, comln en bosgues caducifolins; hojas alternas, imparipinnasdas
de 20 &8 30 cm de largo; flores unisexusles distribuidas en diferentes
plantas (dioicas); las inflaorescencias masculinas son de 20 cm de lar
go y las femeninas de 13 cm de large; el fruto es uns sémars sngoste-
de 1 8 1¢5 om de largo y 3 sm de ancho, de color café al madurar y cuy

bierta de pelos blancos., (33)



MATERIALES

MATERIALES Y EQUIRD

4~ Egpecie Vegstal : Alvarsdoa amarphoides Lieb.

2= PMicroorganismos de prueba @

Pseudomonas geruginosa (ATCC) NE 2027

Pseudomonas sp. {(recolectada en Hospital)

Staphylacoccus sureus (ATCC) NE 6538

Staphvlococcus aureus (recclectado en Hospital)

3= Medies

de Cultive

Agar
Agar
Agar
Agar
Agar
Agar
Agar

Agar

113

Cistina Tripticasa (CTA)
Citrato de Simmons

Movilidad

Musller-Hinton

Tripticasa y Soya (TSA)

Tres Aziicares y Hierro (TSI)

con Sal y Manitol

Caldo Nutritivo

Caldo Rojo de Metilo (Voges-Proskauer)

Caldo Tript&fano

Caldo Urea



-~ Laso Agar

- Splucifin saline estéril.

be Reactivos y Disolventes
~ Acetona .C.R,
- Acido Acético Glacial
- Acide Sulffirica al 1%
- Agus destilada estéril
- Alcohol etflico
- Amoniace T.S.
- Bencene C.R.
- Cloruro de Baric al 1%
- OCristal Viol
- Hidrbxido de ocicsio C.°
- Lugol
- Perbxido de na al 3%
- Plasms Humano
- Propilenglical
- Safranina

- Si%lice~gel Cromategrifica GFZS&

- Sflice-gel 60 para cromatografia de columna

- Standares McFarland (15 x108 microorg/ml)

5= Cristaleris

- Materisl de vidrio wtilizado rutinarismente en el laborg



torio de Farmacognosia.

- Materiel dez vidris Gtil en el lshoratorio de Microbiole-

gia.

b~ Btros
- Eapitulas
- Malles de Asbesto
- Microespltulas
- Mecheros
- Regle milimetrada

- - Tripodes

EQUIPD

~ Autoclave

- Balanza Analftica

~ Balanze Granataria

- Bafio de Marfa 80 aC

- Cilindros de Acero Inoxidable
- Estufg @l

- Evaporador Flash

- Incubadoras

- LAmpara Ultravinleta

- Mantas de Calentamiento



Microscopio compuesto
Placas cromatoor&ficas
Refrigerador

Termoststn Superior

10



METODDOS

La metodologia, se2 efectlid en dos etapas:

a) De campo

h)} Dbe Leboratariao

A) METODOLOGIA DE CAMPO.

La recoleccibn de la planta, se efectif en la zona Dociden-

tal de EXl Salvadar, Departamento de Santa Ara, en los meses de

mava - junio de 1585,

Le muestra fresca, constituida por partes lefinsas del &rbol

incluyendo la corteza, fue sscads y molida.

B) METODOLOGIA DE LABDRATORIO .

La metodnlogia de laboratoric, se efectud de la siguiente manera:

a) Extraccibn con etanol, por medio de reflujo, de la muestra

seca y molidase

11



B

Com
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b- Separacifn de los compuestes por cromatografia de co-

REY -

c~ Identificacibn y separacifin de lass fracciones obteni-

d28«

g- Ensayos microbiolBgicos.

Extraccifin con etanol por medin de refluio, de ls muestrs seca y -

molidae

Se reflujaron cen etanol, durante cuatro dias consecutivos, 3.5 kg
del material seco y molida, hasta agotar la muestra.

Los extractos alcohBlicos, se concentraron paor destilacifn simple.
Una parte del concentrado se lievé a sequedad en bafio de vapor y -
luego se pulveriz& (extracto bruto); la otra parte, se concentrb -

a presifin reducida, obteniendo 75 g de extracto.

Sgparacifin de los compuestos por Cromatografis de Columng.

Con el extracto concentrado a presifn reducida, se montaron dos cg
lumnas cromatogréficas que se denominaron Columna G y P (Anexo NB

1), las cuales se eluyeron con bencenc, benceno-acetona en lsg prg
porciones 9:1, 8:2, 7:3, 6:4 y 5:5 y acetona; se recolectaron frag

ciones de 250 ml cada una y se concentrarone.

Identificacifn v Segparacifin de lss fracciones ogbtenidasg.
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A cada uns de las fracciones eluidas y concentradas, se les efec
tuaran cromatografia de capa fina, llevando un patrfn de comparg
cifin de la Alvaradona (*); después de whservarles bajo luz visi-
ble y luz ultravioleta, se unisron las fracclones 4-39 y 49-54 -
de Yz columna G, aci como las fracciones 4-20 v 23-27 de la cb -
lumna P, ya gue presentaban caracteristicas similares de colora-

cifn v R_a.; ademés, eran los ccmpuestos de nuestra interés.

F
Al evaporar el disclvente, se obtuvieron cristales gue fusron -
identificadaos por medio de las pruebas especificas para aniragui-
nanas (17) : Borntrager y Borntrager modificada. Ls Umbelifero-

na se identificl por la fluorescencis mostrada baje luz uliravio-

leta. (Anexo 3-h)

Pasterior a su identificacibn, la Alvaradons fue separada por Cro
matografia en Capa Gruesa, utilizando como fase mbvil benceno :

acetona (9.5 : 0.5) ; finalmente, se recristalizf con bencenae.

Ensavos Microhiolbgices.

1~ Reclasificacifin e identificacibn de los microorganismaos.
Durante el desarrollo de las pruebas de susceptibilidad antl

bacteriana, se utilizaron los siguientes microorganismps de-

»

Proporcionado en el Laboratorio de Investipacifin Aplicada y Tesis =
Profesionales de la Universidad de E1 Sslvador por la Lic. Rhina An

tonieta Toledo. (Anexao 2-~h)



1k

prusbs @

- Psoudomonas asruginoss ATCC N 9027 (Coleccifn Amzricana de

Cultives Tipesde

~ Staphylecoccus aursus  ATCC NB 6538

~ Bacterias aisladas de ambientes hospitalarios (*). Se efectub
una reclasificacifin de especies a partir de las cepas de am =
biente hospitalarie, utilizando Agar Ceirimide para las Pseudg

monas sp y Agar 110 para el Stsphvlococcus aureus. Finalmente,

les cepas se identificaron con la tincibn de Gram y las siguien
tes pruebas :
1e1 Pruebas Bioguimicas para Pseudomonas sp. :

- Desdoblamiento de Ures.

- Movilidad en Medio Semisflido.

- Prueba en Agar Tres Azliceres y Hierro (TSI).

- Prueba del Indol.

- Prueba del Rojo de Metilo.

~ Prueba de Vnges-Proskauer.

- Utilizacifn del Citrato.

1e2 Pruebas Biogquimicas para el Staphvlococcus aursus.

~ Fermentacifn del Manitol.

- Movilidad en Medio Semisflido.

* (Cppae de Pseudomonas spe. v de Staphylococcus aureus, recolectadas
en el Hespital Bloom y el Hospital Rosales, de San Salvador, res-
pectivamente.
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- Reaccifin de la Catalasssa.

-~ Reaccifn de ls Coagulasa.

Para conservar las cepas, se hicleron resiembras semanales en tu-
bhos contenierndo Rgar Cistina v Tripticasa (CTR), y se mentenian -

en refrigeracifin a 5 GC.

2- Determinacifin del Potencial de Inhihicifn.
Para determinar la suscepitibilidad de un micrcorganismo a una sug
tancia antibacterians en particular, existen varios métodos; las-
més cominmente emnleados, son el M&todo de Dilucibn Seriads y el
de Difusibn en Agar desde discos de papel (26). Alternativamen-
te, el agente antibacteriano puede colocarse en cilindros de vi -
dric, porcelana o acero inoxidable spbre la superficie del media,
en lugar de los discos de papel absorbente (Métode Cilindro-plasca)
(11) . Este Oltimp método, fue considerado de eleccibn pars el dg

sarrnllpo del presente estudic.

METODO CILINDRO - PLACA

(Método de Kirby-Bauer modificada)

El fundamento de este método es la difusibn de la sustancis en in-
vestigacibn, colocada en un cilindreo vertical sobre uns capa de agar -
(Mueller-Hinton) solidificada, gue contiene en la superficie el microor

ganismo de pruebs; de tal manera, que si es susceptible, se forma un hg
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lo de inhibicifin alrededor del cilindro.

£l desarrollo sesuencial de este mbtods, fue el siguiente @

a)

h)

c)

24 horas antes de realizar las pruebas de susceptibilidad, se re-
sembrarcn las cepas mantenidas en refrigeracifin, par el método de

estrise en plzcas conteniendo TSR y se incubaron & 37 2C.

Preparacifin de las diluciones.
Se realizaron pruebas de solubilidad de la Rlvaradonsz, de la Umbe
liferona y del extracte bruto en varios disolventes :

Aceite mineral

Aceite de wliva

- Aceite de ricino

- Acetona

- Acetona-agus

- Alcohol

- Propilenglicaol - agus

~ Tween 60~ agua.

Finalmente, se prepararor diluciones a 1000 ppm., 5000 ppme, v =

10000 ppm en propilenglicel-agua vy en alcohal.

Suspensibn de los microorganismose.
A partir de los cultivos purns de 24 haoras, contenidos en plscas-
cen Tripticasa Soyes Agar (TSR), se seleccilonaron & & 5 colonias -

bien aisladas, y se transfirieron a tubns gque contenian de &4 a 5



d)

e)
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ml de Caldo Nutritivo. tos tubos inoculedos, se incubaron duran
te 2-5 horaz pars producir suspensiones de les microorganismns, -
cué uns turhidez visualmente comparsble 8 1l del estandar Mc—-rar-
land (Anexo &), preparado por la sdicibn de 8.5 ml de Clorurp de-

hario al 1% &8 9.5 ml de Scido sulffirice al 1% (Correspondiente a-

1Sx108 bacterias/ml).

Inoculacibn de las Placas.

Por el métodn del extendido, utilizando hisopos estériles impreg-
nados con la suspensifn del micrporganismo equivalente = 15x108
bacterias/ml se inoculd uniformemente la superficie del medio -
Agar Mueller-Hinton; dejando secar los extendidas durante 10 miny

tos a temperatura ambiente, en condiciones estériles.

Aplicacifin de las Solucisnes Acuosas y/o Alcohfilicas de la Alvara-
dona, de la Umbelifercna y del Exiracto Bruto.

Se coloch sobre la superficie del medio ilnoculado seis cilindros =
de scero inoxidable, equidistantes uno del otro (a 2.8 cm de radic
con respecto al difimetro de las placas y a una distancia de 602 en
tre wn cilindro vy otrs); luego, con una pipeta Pasteur se afiadif -
cuidadosamente dentro de cada cilindro, seis gotas de la dilucibn-

en prueba y se incubaron a 270C por 24 horase

Los difimetros de inhibicibn, si los habia, se median con regla mi-
limetrada y los resultados se interpretaban de acuerdo al tamafio -

del halo como"susceptible®, (un halo mayor de 10 mm), “moderadamen
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te resistente® (un halo de 5-10 mm) o "resistencig® (halos de 8

mm)ldel microorganismo a las muestras en prueba.

Las pruebas se hicleron por triplicada, Illevando un testigo pasi
tivao {constituido por el medio de cultive con el crecimienta del
microorganismo de prueba) y un testigo negativo (medio de culti-
vo con aplicacifn de las scluciones). Cuando se utilizé alco -
hol como diluyente, ademés de los testigos anties mencionados, se
agregb otro que contenis en los cilindros finicamsnte alcohol, en

presencia del microorganismo inoculado en las placase.

En la preparacifin y el desarrpllo de las purebas de susceptibili-
dad antibacteriana, se utilizf material y diluyentes estériles,

guardando las precauciones as@pticas necesariase.
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RESULTADDOS

CUADRD 1

De una porcifin del extracto brutsc, se aislaron, par cramatografis en

columna, la Alvaradona y la Umbeliferona, de acuerdo con las fraccig

nes dadas en el siguiente cuadro :

Columne & Columng P
COMPUESTO (Fracciones elufi {Fracciones eluldas)
das)
ALVARADDNA 4 - 39 L - 20
UMBEL IFERDNA 49 - 54 23 = 27




CUADRGO2

RESULTADDS OBTERNIDOS EN LA IDENTIFICACION DE LAS Pseudomonzs sp. (&)

Colo
ra BIOQUIMICAS
cibn
Microorganismo
de Gram § TSI |Movili] Urea 1Citra }Voges Rojo Indal
) b dad to Pros-} de
THEDA. kauer pMetild
Pseudomona
S
aeruginosa - N/N + - + - - -
a
o
(ATCC) Nho 9027 =
Pseudomonas o
7
3
s §\ N/N + - + - - -
(Recolectada en =
Hospital)




CUADRSB 3
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RESULTADOS DBTENIDOS EN LA IDENTIFICACION DE Staphvylococcus aureua

en Hospital.

Positivo

Colara
. BIOQUIMI CAR S
cion.
Microorganismo
de Gram Catalasa iloagulasajferments- JMovilidad
cibn del
Pruesba Manital
Staphylococcus e
o
42
aureus (ATGC) - + + + -
@
Na 6538
Staphvlococcus
aureus (Recolectada . . + _
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CUADRSE 5

RESULTADOS OBTENIDOS EN LAS PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICRUOBIANA PA

RA Staphvlococcus sureus (ATCC) [® 6538 y Staphylococcus aureus (reco-

isctado en hospital)

METODD CILINDRD PLACA
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AUUEV Fal e = P Ot 2~ 0 3 P~ Ot D4 03 D= 0
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1000 8 - 10 8 - 10 8 - 10 8 - 10
2114 mm mm e
5000 10 - 12 m - 12 8 - 10 8 - 10
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10000 12 = 14 12 - 14 10 - 12 16 - 12
mm mm 22441] $1:94]
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PISCUSIDN

La muestra pulverizada, obtenida & partir de los exiractos alcah@

licos de Alvardoa amorphoides, presentaba colar café y ers de consis-

tzncia homogénea no untussa al tacto.

ta Alvaradons, al purificarlas por Cromatografiz en Capa Gruesa y -
recristalizarla en bencenc, se obtuve en forma de cristales anaranjados

muy brillentes.

Los disolventes més adecuados para preparar lae diferentes solucig
nes de la Alvaradona, de ls Umbeliferona y del extracto brute em los -

ensayog microbiol8Bgics fueron : Propilengliepl-agus, v alcohal.

Las soluciones utilizadas en las pruebhas de susceptibilidad, pre -
sentaban la siguiente colaoracifin:

Café rojizo, las del extracto bruto.

Amarillp - naranja, las de Alvaradona.

Café - verdoso, las de Umbheliferana.

- De acuerdo con las pruebas microbiol8gicas realizadas con la Alva-

radona, la Umbeliferona vy =l extracto bruto de Alvarados zmorphoi-

deg Lieb., resultaron con efecto inhibitorio sobre el Staphylococ

cus aureug, la Alvaradona y el extracto bruto; la Umbeliferona no-

inhibib 8 este microorganismo.



27

tas Pseudomonas, no fueron inhibidas por estes sustancias.

Los efectos inhibitorips de Blvaradona y del extracto bruts, pro-

bablemente se deban a los siguientes mscanismos de sccibn

1) Los derivados de la guinona, pueden actuar quimicamente sobre
las proteinas esenciales de las bacteriass, precipiténdolas, -
posiblemente, siguisndo 21 praceso reportado por Cooper, E.A.

® The Chemical Action of Quinones upon Proteins® 1313. (12)

2) Tambifén podrian actuar, de acuerdo con lo propuesto par Chiung
~Hua Chen y colaboradores, ® Mechanism of Antibiotic Action of
Antragquinone derivates. Effects on the Respiration af Staphy-

lococcus aureus® 1963, inhibiendo le respiracifn celular del-

Staphvlaococcus aureus, mediante una inhibicifn de 1a oxidacibn

y deshidrogenacifin de la mayoria de los aminoécidos (& excep-
cifin de Cistina y Ciste%na), glucosa y/o productos intermedia-

rigs del metabolismo de los carbohidratos. (10).
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CONCLUSIDNES

La umbeliferona no inhibid el crecimiento de Pseudomonas sp, ni-

del Staphvlscoccus aureuse.

La Psegudomona sp., no es susceptible a8 ls Alvarsdona, 8 la Umbg

liferona ni al extrascto bruto.

£l Staphvlococcus aureus, es susceptible a la Alvaradona v al ex

tracto bruto, pero es resistente a las Umbeliferona.

La Alvaradona produjo hales de inhibicibn de diémetros mayores a
los obtenidos con el extracto brute, de donde se infiere que lpns re -

sultados Gptimos se obtienen con productos aisladose.



ANEXD N2 1

CARACTERISTICAS DE LAS COLUMNAS ELUIDAS

31

CARACTERISTICAS | COLUMNA ®G* COLUMNA: *P®
Longitud 1500 mm 750 mm
Diémetro internso k3 mm 43 mm
Didmetiro externo 50 mm 50 mm
51lica Gel Cromatogréfica 715 g 345 g
Dantidad de extracto bruteo en

palve wtilizado S0 g 23 g
Cantidad de solvente agregado

en cada una de las proporcio-

nes usadas. L L 2 L
Nimerc de fracciones de 250 ml

gbtenidas. 115 56
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ANEXD Ng 2-3

NN V4

OH

ALVARADONA

Aislada e identificada paor primera vez en el Laboratorio de Investiga-
cibn Aplicada y Tesis Profesionales de la Facultad de Quimica y Farma-

cia UES, por la Lic. Rinaz Antonieta Toledo M. 1380 ,



ANEXZ D Ng  2-b

CROMATOGRAMA DE LA ALVARADONA

Dbservado con luz visible

8 &

MUESTRA PATRON

Fracciones elufdas:
( 4 = 39 Columna G)
( 4 - 20 Columna P)

Splvente desarrollador : Benceno - acetong (3.5:0.5)
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ANEXD N2 3<b

CROMATOGRAMA DE LA UMBELIFERDNA

Observado bajo luz Ultravioleta.

3 3
2 2
1 j 1
D a
A B
MUESTRAS
Fracciones : Fraccionas
(48 - 54) (23 - 27
Columna "G" Columna "P*

Solvente desarrollador :
Ai tmbeliferona
B1 Unheliferona

Benceno-acetona (9: 1)
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b)
c)

d)

e)

ANEXD No

4

REACTIVOS ESPECIALES

PREPARACION DEL STANDAR McFARLAND

Preparar 10 tubos de ensayo de igual tamsafio

Fréparar Acido Sulffirico al 1%

Preparar una solucibn acuosa al 1% de Cloruro de Bario

36

Agregar la cantidad indicade de ambas soluciones, tal como se ipn-

dica en el cuadra, hastas obtener un total de 10 ml par tubo.

Cerrar hermféticamente los tubos

El precipitads de Sulfato de Bario em suspensifn corresponde aprag

ximadamente a2 la densided de células homogéneas de Escherichia co.

1i/ml, segln la escales de patrones

en la siguiente tabla:

NGmero del Tubo 1 2 30 & 5 6 7 8 9 10
CIZBa 1% 01 |0.2 0031 Dot D.5] 06} 0.7] 0.8|0.9§1.0
HZSUL 1% 949 {98 {9e7| 96| Fe5| TFulti 3| 9.2]9.1]5.0

Densidad celular

aproximada X1DB/ml 3 6 9 12 15 18 21 24 127 |30
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