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RESUMEN  

Introducción: Las enfermedades hepáticas en el Perú 
constituyen una importante causa de morbilidad y mortalidad. 
El consumo de etanol aumenta el riesgo de las personas a de-
sarrollar cirrosis hepática y otras enfermedades más. 

Objetivo: Determinar el efecto protector de la ingesta de 
cáscara del Citrus aurantifolia (limón) frente al daño hepático 
inducido por etanol en ratones (Mus musculus). 

Materiales y métodos: Estudio experimental, aleatori-
zado. Se emplearon 35 ratones Mus musculus machos adul-
tos. Se utilizaron las cáscaras de Citrus aurantifolia (limón), 
que se obtuvieron por pelado manual, y luego fue secada en 
estufa a 40 ºC por 72 horas, luego se molió en molino y pos-
teriormente se tamizó. Se suspendió en un medio coloidal de 
agua con fécula de maíz al 1%. Los ratones fueron distribui-
dos de forma aleatoria en cinco grupos (n=7), recibiendo los 
siguientes tratamientos, por cinco días, vía peroral: grupos I y 
II suspensión de almidón 1%, grupo III: silimarina 100 mg/kg 

en suspensión de almidón 1%; grupo IV: cáscara de limón 
100 mg/kg y grupo V: cáscara de limón 400 mg/kg. Durante el 
periodo de tratamiento el grupo I solo recibió en su bebedero 
solución de glucosa 5%, mientras que los grupos del II-V reci-
bieron en sus bebederos etanol al 5% en solución glucosada 
(5%) para consumo ad libitum. Al sexto día, concluido el trata-
miento, se les mantuvo en ayuno de 12 horas y posteriormente 
fueron sacrificados. 

Resultados: Los grupos IV y V recibieron presentaron ma-
yores niveles de GSH con respecto al grupo II (grupo IV, 68,2% 
mayor y grupo V, 77,3% mayor) (p<0,05); se observó también 
un menor daño histológico en los grupos IV-V (hígado graso), 
comparado con el grupo II (hepatitis tóxica severa); sin em-
bargo, los niveles de lipoperoxidación en el tejido hepático de 
los grupos IV-V fueron significativamente mayores (grupo IV, 
35,4% mayor; y grupo V, 55,6% mayor), respecto al grupo II. 

Conclusiones: La administración del Citrus aurantifolia 
presenta efecto hepatoprotector expresado en el marcador 
GSH e histológico. 

PALABRAS CLAVE  

Modelos de Animal Experimental, hepatopatías, Hígado 
Graso, Citoprotección, Alimentos Funcionales. (Fuente: 
DeCS/MeSH BIREME). 
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ABSTRACT 

Introduction: Liver diseases in Peru are a major cause of 
morbidity and mortality. Ethanol consumption increases the 
risk of developing liver cirrhosis and other diseases. 

Objective: To determine the protective effect of ingesting 
Citrus aurantifolia (lemon) peel against ethanol-induced liver 
damage in mice (Mus musculus). 

Materials and methods: A randomized, experimental study 
was conducted. Thirty-five adult male Mus musculus mice were 
used. Citrus aurantifolia (lemon) peels were obtained by man-
ual peeling, then oven-dried at 40 °C for 72 hours. They were 
then ground in a mill and subsequently sieved. They were sus-
pended in a colloidal medium of water with 1% cornstarch. The 
mice were randomly assigned to five groups (n=7) and received 
the following oral treatments for five days: groups I and II: 1% 
starch suspension; group III: 100 mg/kg silymarin in 1% starch 
suspension; group IV: 100 mg/kg lemon peel; and group V:  
400 mg/kg lemon peel. During the treatment period, group I re-
ceived only 5% glucose solution in their water bowl, while 
groups II-V received 5% ethanol in glucose solution (5%) ad li-
bitum. On the sixth day, after treatment, mice were fasted for 
12 hours and then sacrificed. 

Results: Groups IV and V received higher GSH levels than 
group II (group IV, 68.2% higher and group V, 77.3% higher) 
(p<0.05); Less histological damage was also observed in 
groups IV-V (fatty liver) compared to group II (severe toxic 
hepatitis); however, lipid peroxidation levels in the liver tissue 
of groups IV-V were significantly higher (group IV, 35.4% 
higher; and group V, 55.6% higher) than in group II. 

Conclusions: Citrus aurantifolia administration has a he-
patoprotective effect, expressed in the GSH and histological 
markers. 
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INTRODUCCIÓN  

Las enfermedades hepáticas pueden ser agudas o crónicas, 
local o difusa, leve o grave, así como reversible o irreversible, 
siendo la cirrosis hepática la causa más frecuente de presen-
tación crónica asociada a una tasa de mortalidad de 15 por 
cada 100 000 habitantes1,2. El consumo de alcohol aumenta 
el riesgo de las personas a desarrollar cirrosis hepática y otras 
enfermedades más. En América Latina el Perú es el sexto país 
de con mayor consumo de alcohol, siendo 8,1 L per cápita3. 

La mayor parte del etanol consumido se oxida en el hígado, 
donde puede formar acetaldehído y luego acetato. En el hí-
gado se realiza la oxidación a través de tres vías enzimáticas, 
la vía alcohol deshidrogenasa (ADH), presente en el citosol, el 

sistema enzimático oxidativo de etanol (MEOS, microsomal 
ethanol oxidizing system) y la vía de las catalasas en los pe-
roxisomas, siendo este último poco activo. El producto final 
de cualquiera de las tres vías es el acetaldehído4. 

El estrés oxidativo y sus consecuencias, daño celular, pue-
den ser reducidas a través de la ingesta de antioxidantes de 
diversos alimentos, destacando entre ellos frutas y verduras. 
Estas moléculas, como los flavonoides, están presentes en 
buena cantidad en los cítricos, como el limón5. 

Las frutas cítricas presentan de manera natural un equili-
brio de los principales compuestos bioactivos como vitaminas, 
minerales, fibras dietéticas y fitoquímicos como flavonoides y 
carotenoides (precursores de la vitamina A). La naringina y la 
hesperidina, los glicósidos de flavanona, muestran una plé-
tora de propiedades biológicas ampliamente en modelos ani-
males (efectos antihiperglucémicos, antiinflamatorios, antioxi-
dantes, antiadipogénicas y antihipercolesterolémicos, etc.), 
así como in vitro. Se ha descrito en estudios epidemiológicos 
que las sinergias entre los compuestos bioactivos cítricos, 
considerando que algunos se distribuyen principalmente en 
las cáscaras y su cantidad es mucho menor en la pulpa o el 
jugo, contribuyen a sus múltiples beneficios para la salud en 
la prevención de distintas enfermedades crónicas6. 

El fruto llamado limón es de pulpa jugosa, perfumada y 
suave, normalmente es de forma oval y/o esférica. La corte-
zas delgada, de color amarillo verdoso que cambia a amari-
llo cuando el fruto ha pasado su estado de madurez comer-
cial. En el interior encontramos una pulpa carnosa, cuyo 
color va de amarillo a verde, de sabor ácido y jugoso, sepa-
rada por membranas7. 

En los cítricos la concentración de flavonoides es mayor 
en el albedo y corazón, seguidos del flavedo, membranas y 
pulpa, siendo menor en el zumo. La extracción de estos 
compuestos resulta de mucho interés por parte de la in-
dustria alimentaria y farmacéutica. En estudios previos en 
cáscara de cítricos de diferentes especies, se encontró que 
el contenido de flavonoides totales oscila en un intervalo de 
150 a 478 mg de rutina por cada 100 g de cáscara seca y 
de 0,3 a 3100,1 mg de quercetina por cada 100 g de cás-
cara seca8. 

En consecuencia, el presente estudio tuvo por objetivo eva-
luar el efecto protector de la cáscara del Citrus aurantifolia (li-
món) frente al daño inducido etanol en ratones.  

MATERIALES Y MÉTODOS  

El tipo de estudio es experimental, las unidades de análisis 
fueron asignada a los grupos de forma aleatoria9. 

Los limones fueron adquiridos en el mercado Mayorista del 
distrito de Santa Anita, Lima, Perú. Se seleccionaron muestras 
con madurez comercial, luego fueron desinfectados y lava-
dos; la cáscara fue separada de manera manual, descartando 
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el contenido comestible del fruto. Las cáscaras fueron coloca-
das sobre una fuente de vidrio, Pyrex, la cual se llevó a una 
estufa a temperatura de 40 ºC por 72 horas, con rotación 
constante de aire, hasta obtener un peso constante, luego fue 
pulverizado en molino de cuchillas en el Laboratorio de 
Farmacognosia de la Facultad de Farmacia y Bioquímica de la 
Universidad Nacional Mayor de San Marcos. El pulverizado fue 
cernido y se obtuvo un polvo fino, el cual fue conservado en 
un frasco de color caramelo y en un ambiente seco.  

Para la administración del tratamiento el polvo de cáscara 
de limón fue suspendido en un sistema coloidal de fécula de 
almidón al 1%, esto fue preparado al momento de la admi-
nistración, siendo utilizado como vehículo para las dosis de 
100 mg/kg y 400 mg/kg. 

Acondicionamiento de la unidad de análisis: Se utili-
zaron 35 ratones Mus musculus, machos, albinos, adultos, con 
un peso aproximado de 32 ± 5 gramos. Los ratones fueron co-
locados en jaulas individuales, en un ambiente de 22 °C de 
temperatura, con ciclos alternados de 12 horas de luz y 12 ho-
ras de oscuridad. Tuvieron siete días de aclimatación antes de 
iniciar propiamente la intervención. Todos los grupos recibie-
ron la misma dieta balanceada (dieta normocalórica y normo-
proteica), adquirida de la Universidad Nacional Agraria de La 
Molina, y agua ad libitum. 

Evaluación del efecto hepatoprotector: Se aplicó el 
método empleado por Sandoval (2008)10, el cual empleó eta-
nol 5% en solución glucosada al 5% para provocar la toxici-
dad hepática. Los animales fueron distribuidos de manera ale-
atoria en cinco grupos (n=7), recibiendo todos los grupos 
durante la intervención alimentación balanceada. En los be-
bederos se utilizó la solución etanólica para los grupos del II 
al V y fue proporcionada ad libitum, mientras el grupo I sola-
mente recibió solución glucosada 5% en los bebederos para 
consumo ad libitum. Los grupos recibieron luego de la acli-
matación el siguiente tratamiento vía orogástrica por un pe-
riodo de cinco días: 

Grupo I: solución glucosada 5% en los bebederos + sus-
pensión de almidón. 

Grupo II: solución etanólica 5% en los bebederos + sus-
pensión de almidón. 

Grupo III: solución etanólica 5% en los bebederos + sili-
marina 100 mg/kg. 

Grupo IV: solución etanólica 5% en los bebederos + cás-
cara de limón 100 mg/kg. 

Grupo V: solución etanólica 5% en los bebederos + cáscara 
de limón 400 mg/kg. 

Terminado el tratamiento se les mantuvo en ayuno de 12 ho-
ras. El peso de los animales fue monitoreado al igual que el 
consumo de alimento y de líquidos en sus bebederos. Luego 
fueron anestesiados con pentobarbital sódico (26 mg/kg), vía 

intraperitoneal, e inmediatamente se realizó una laparotomía, 
se localizó el ligamento redondo mayor del hígado y se extrajo 
el hígado, cortando los ligamentos y adherencias secundarias. 
El hígado fue lavado en solución fisiológica (NaCl 0,9%) y luego 
fue secado con papel absorbente, posteriormente, se pesó 
todo el órgano en una balanza analítica. Del lóbulo mayor se 
seccionó en dos porciones de 0,25 g cada uno, uno de ellos fue 
conservado en formol al 10% en NaCl 0,9% para el estudio his-
tológico y la otra porción conservada a 4 ºC para la preparación 
del homogeneizado. 

El índice hepático se determinó mediante la relación del 
peso del hígado afectado y el peso del ratón, expresado en 
porcentaje. 

El estudio histológico fue procesado en el Instituto de 
Patología de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, 
las muestras fueron parafinadas y se empleó la tinción con 
hematoxilina-eosina, las láminas fueron leídas por el Médico 
especialista en Patología (Dr. Ernesto Raez; el presente estu-
dio está dedicado a su memoria). Se evaluaron la integridad 
de vasos sanguíneos, de los conductos biliares, de la mem-
brana de Disse y del núcleo, además de la presencia de va-
cuolas; brindando al finalizar cada lectura de la lámina el 
diagnóstico correspondiente. 

Para la evaluación de los indicadores bioquímicos se pre-
paró un homogeneizado, se pesó aproximadamente 0,25 g 
del lóbulo mayor del hígado y se homogeneizó con EDTA 
(ácido etilendiaminotetraacético) 0,02 mmol/L hasta un volu-
men final de 3 mL, siendo realizado sobre gel congelado para 
conservar una temperatura aproximada de 4 ºC.  

Para la determinación de lipoperoxidación se empleó el 
método de Buege y Ust (1978)11 y modificado por Suárez 
(1995)12 utilizando 250 µL del homogeneizado. 

La concentración de glutatión (GSH) se aplicó el método 
de Sedlak y Lindsay (1968)13. 

Los datos fueron ordenados y analizados aplicando los es-
tadísticos descriptivos como la media o promedio aritmético, 
la desviación estándar y la variación porcentual. Se aplicó la 
prueba de normalidad Shapiro-Wilk. Los niveles de lipopero-
xidación e índice hepático presentaron distribución normal, 
a los cuales se aplicó la prueba paramétrica Análisis de Va -
rianza (ANOVA) y como post hoc la prueba de Tukey; mien-
 tras que los niveles de glutatión (GSH) al no tener distribu-
ción normal se aplicó la prueba de Kruskal-Wallis y como 
post hoc la prueba U de Mann Whitney.  

El proyecto fue aprobado por el comité de Investigación 
de la Escuela Profesional de Nutrición de la Universidad 
Nacional Mayor de San Marcos. Durante la intervención se 
respecto a las consideraciones éticas, se consideró el 
principio de la tres R (reducir, refinar y reemplazar) y lo 
considerado por la Ley N° 30407 de Protección y Bienestar 
Animal14-16. 
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RESULTADOS 

Referente al índice hepático luego del tratamiento con so-
lución etanólica 5% el grupo II presentó un incremento del 
6,5% con respecto al grupo I. Con respecto al grupo II, los 
grupos III, IV y V presentaron la inhibición del 13,4%, 10,8% 
y 15,1%, respectivamente. 

Los niveles de glutatión luego del tratamiento con solución 
etanólica 5% el grupo II presentó una disminución significativa 
(p<0,05) con respecto al grupo I. Con respecto al grupo II, los 
grupos III, IV y V presentaron incrementos significativos 
(p<0,01) del 70,1%, 68,2% y 77,3%, respectivamente. 

La lipoperoxidación luego del tratamiento con solución eta-
nólica 5% el grupo II presentó un incremento significativo 
(p<0,05) con respecto al grupo I. Con respecto al grupo II, 
los grupos IV y V presentaron incrementos significativos 
(p<0,01) del 36,4% y 55,6%, respectivamente. 

Respecto a la descripción histológica del tejido hepático, 
en el grupo I se describe una estructura moderadamente 
conservada, los vasos sanguíneos con apariencia normal, con-
ductos biliares semiobstruídos y algunos hepatocitos con nú-
cleos pulverulentos, no presenta vacuolas; con diagnóstico fi-
nal de hepatitis tóxica leve.  

El grupo II presentó estructura alterada con congestión de 
espacios intersticiales con glóbulos rojos, conductos biliares 
casi obstruidos, destrucción de membrana de espacio de 
Disse, con núcleos picnóticos y coagulados, así como vacuo-
las; con diagnóstico final fue hepatitis tóxica severa.  

El grupo III presentó una estructura conservada, se apre-
cia el núcleo, integridad de las membranas del espacio de 

Disse, así como los canalículos biliares, así como vacuolas; 
con diagnóstico final de hepatitis tóxica leve.  

El grupo IV presentó una estructura muy dañada, en al-
gunos casos con necrosis grasa con varias vacuolas; cana-
lículos biliares ocupados y desordenados; ausencia de 
mem branas del espacio de Disse. Alrededor de la vena cen-
tro lobulillar presenta espacios en blanco; con diagnóstico fi-
nal de hígado graso.  

El grupo V evidenció vena centrolobulillar con estasis; de-
sorden marcado en su estructura, mayor tamaño de vacuolas 
(a gota gruesa), conductos biliares alterados, hepatocitos con 
núcleos pulverulentos, ausencia de membrana de los espacios 
de Disse; con diagnóstico final de hígado graso.  

DISCUSIÓN  

La actividad biológica presente en el Citrus aurantifolia 
puede estar relacionada a sus metabolitos secundarios. 
Estos son de tipo fenólicos (flavonoides), carotenoides, ter-
penos, alcaloides, cumarinas, limonoides y aceites esencia-
les. La presencia y la cantidad de los metabolitos secunda-
rios se ven influenciados por varios factores como la 
composición del suelo, las propiedades fisicoquímicas, la ex-
posición al sol, las coordenadas geográficas y la parte de la 
planta utilizada17. En la mayoría de las frutas, así como en 
los cítricos, una proporción mayoritaria de las sustancias con 
actividad biológica se encuentran localizadas en la cáscara, 
y no en la pulpa18. 

El Citrus aurantifolia es una fuente muy alta de flavonoides y 
limonoides, compuestos fitoquímicos, siendo los principales la 
limonina y hesperidina. Estos compuestos se pueden encontrar 
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Tabla 1. Índice hepático, niveles de lipoperoxidación y glutatión (GSH) en hígado de ratones

Grupo: tratamiento

Lipoperoxidación* (nmol/g) Glutatión** (102 µg/g) Índice hepático* (%)

Media ± DE % de 
inhibición†

Mediana 
(RIC)

% de 
incremento† Media ± DE % de 

inhibición†

Grupo I: sol. gluc. 5%  
+ susp. de almidón 13,50 ± 1,5 (a) - 48,90 (3,1) (a) - 6,2 ± 0,6 -

Grupo II: etanol 5%  
+ susp. de almidón 19,80 ± 2,0 - 25,10 (2,9) - 6,6 ± 0,4 -

Grupo III: etanol 5%  
+ silimarina 100 mg/kg 15,70 ± 5,2 20,7% 42,70 (8,3) (b) 70,1% 5,7 ± 0,9 13,4%

Grupo IV: etanol 5%  
+ SCL 100 mg/kg 27,00 ± 5,4 (b) -36,4% 42,20 (8,1) (b) 68,2% 5,9 ± 0,6 10,8%

Grupo V: etanol 5%  
+ SCL 400 mg/kg 30,80 ± 3,0 (b) -55,6% 44,50 (3,3) (b) 77,3% 5,6 ± 0,7 15,1%

SCL: suspensión de cáscara de limón. (†) Comparado con el grupo II. * Shapiro-Wilk (p>0,05). ANOVA (p<0,05). (a) p<0,05 comparado con el grupo 
II. (b) p<0,01 comparado con el grupo II. ** Shapiro-Wilk (p<0,05). Kruskal-Wallis (p<0,05). (a) p<0,05 comparado con el grupo II. (b) p<0,01 com-
parado con el grupo II. 
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Figura 1. Microfotografía de cortes histológico de tejido hepático de ratones

Grupo I: (a) vasos sanguíneos conservados. (b) conductos bilia-
res semi obstruidos. Hepatitis tóxica leve. H-E 10x.  

Grupo II: (a) gran número de vacuolas. (b) destrucción de la 
membrana de Disse. (c) núcleos coagulados. Hepatitis tóxica se-
vera. H-E 10x.  

Grupo III: (a) mantenimiento de membranas de Disse.  
(b) integridad del núcleo. Hepatitis tóxica leve. H-E 10x.  

Grupo V: (a) vena centrolobulillar con estasis. (b) ausencia de mem-
brana de espacio de Disse. (c) núcleos coagulados. (d) presencia de 
vacuolas. Hígado graso. H-E 10x.

Grupo IV: (a) destrucción membrana de espacio de Disse.  
(b) presencia de vacuolas. Hígado graso. H-E 10x.   



principalmente abundantes en las capas externa e interna de la 
cáscara (flavedo y albedo), así como en todas las partes de la 
planta19. Zamanian et al. indica que los flavonoides como la 
quercetina, el cual se encuentra también en el Citrus auranti-
folia, presentan una buena actividad antioxidante directa, ade-
más de induce al aumento de las enzimas antioxidantes en las 
células20. Esto podría estar relacionado al incremento del GSH 
observado en los grupos tratados con la cáscara de limón.  

La naringenina, flavonoide encontrado en la cáscara de los 
cítricos, detiene la formación del complejo malondialdehído-
ADN observado en algunos tipos de cáncer, asimismo refiere 
que la quercetina puede reducir los niveles de glutatión y ac-
tuar como prooxidante favoreciendo la apoptosis en algunas 
células cancerosas21. En nuestro estudio la administración de 
cáscara de Citrus aurantifolia incrementó los niveles de ma-
londialdehído en ambas dosis, respuesta dosis dependiente, y 
el glutatión aumentó de igual manera, efectos no congruen-
tes con el estudio citado donde hubo reducción de malondial-
dehido y de glutatión.  

En otro estudio se administró el extracto de Citrus reticu-
lata, y se observó una disminución de la concentración de 
malondialdehído del músculo de la pechuga en pollos, de 
igual manera sucedió con la actividad de la glutatión peroxi-
dasa por lo que el glutatión estuvo conservado en su concen-
tración celular22, dichos resultados son similares a nuestro 
grupos experimentales en cuanto el incremento de glutatión, 
pero discrepantes con los resultados de lipoperoxidación. 

En un estudio con ratas Wistar se administró extracto hi-
droetanólico de cáscara de fruta de Citrus limon y con limo-
neno (flavonoide encontrado en los cítricos) frente al daño 
hepático causado por dietilnitrosamina (DEN)/2-acetilamino-
fluoreno (2AAF), tuvo como resultados la disminución de la 
peroxidación lipídica en tejido hepático, así como aumentos 
en los niveles de glutatión23. Similares resultados se encon-
traron con respecto al glutatión en nuestro estudio, sin em-
bargo nuestros resultados con la administración de la cáscara 
del Citrus aurantifolia fueron de incremento de la lipoperoxi-
dación en nuestro modelo animal en ambas dosis. 

Las modificaciones epigenéticas en los hepatocitos (por 
ejemplo, muerte celular, acumulación de grasa, etc.), proba-
blemente se deban a estrés oxidativo, inducido inducido por 
etanol o al efecto directo del metabolismo de éste, que da 
como resultado una expresión génica alterada de los regula-
dores epigenéticos que se evidencian en cambios histológi-
cos, desde una esteatosis hasta llegar a una fibrosis y/o he-
patocarcinoma24. Según Yan et. al. la predisposición de los 
ratones a sufrir lesiones biliares va relacionada con la alimen-
tación crónica con etanol, lo que conlleva a un fenotipo de he-
patitis alcohólica, similar a nuestros resultados de los grupos 
experimentales que recibieron etanol25. 

Se ha observado que el etanol causa aumento del índice 
hepático y que preparados que contienen altos niveles de po-

lifenoles, antocianinas, vitamina C, flavonoides y carotenoides 
reducen dicho índice; Han et. al. presentó resultados simila-
res a nuestros grupos experimentales en cuanto a la atenua-
ción de la severidad con respecto a la formación de vacuolas 
grasas y a la infiltración inflamatoria usando un producto de-
rivado de la cáscara de tamarindo26. Nasehi et al. encontró si-
milares resultados en la atenuación de inflamación, fibrosis, 
hiperplasia del conducto biliar y necrosis con la hesperidina 
(flavonoide encontrado en la cáscara del Citrus aurantifolia) 
en una relación dosis-respuesta27. 

El consumo de cáscara de limón es una práctica muy co-
mún en la población peruana, es especial en la costa, bajo la 
forma de limonada frozen y en otras preparaciones culinarias, 
el presente estudio tiene como limitación la extrapolación de 
los resultados a las personas, debido a ser un modelo animal, 
sin embargo, permite esclarecer los mecanismos de protec-
ción y los efectos a nivel histológico. 

CONCLUSIONES 

La ingesta de la cáscara de Citrus aurantifolia (limón) en 
ambas dosis presentó efecto protector hepático con el incre-
mento del glutatión y una mejor conservación del tejido he-
pático, siendo sugerentes los hallazgos de un probable efecto 
protector. 

Se recomienda ampliar, en posteriores estudios, la cuantifi-
cación de la actividad enzimática de SOD, CAT, GPx, GSSG en 
tejido hepático en modelos animales, con la finalidad de co-
nocer otros mecanismos de protección que estaría estimu-
lando el consumo de cáscara de limón. Plantear nuevos estu-
dios con dosis de cáscara de limón mayores a las empleadas 
en este estudio, para evaluar si los resultados se comportan 
de forma dosis-dependiente. 
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