Evaluacion del efecto antioxidante de hojas
de Lepidium peruvianum Chacon, “MACA”

ANTIOXIDANT EFFECT OF LEPIDIUM PERUVIANUM CHACON MACA LEAVES

Cuentas, R"; De la Cruz , L' ; Herndndez, G'; Mateo, I'; Castafeda, C?; Ibafiez, L3; Ramos, E3.

RESUMEN

La maca crece en los departamentos alto andinos, de
la Cordillera de los Andes del Perd, entre 3500 y 4700

m.s.n.m.

Objetivos: Evaluar el efecto antioxidante de las hojas de
Lepidium peruvianum Chacon, “Maca”.

Materiales y Método: Se utilizaron hojas de maca, molidas,
de la zona de Junin, a partir de las cuales se prepararon,
por maceracién, 3 extractos : 1) en éter etilico (EEE), 2)
en agua destilada (EAD) y 3) en alcohol etilico (EAE)
. Posteriormente fueron filtrados y evaporados en un
Rotavapor Laborota 4003, Heidolph. La evaluacién del
efecto antioxidante, se realizé por el método de DPPH,
comparando el coeficiente de inhibicién-50 (IC50) con la
Vitamina C.

Resultados: La captacién de radicales libres (%) a 100
ug/m fue: EEE=99.63 , EAE=94.87, EAD= 99.37 ,
VIT C=, 94.72, a 50 ug/ml : EEE=96.83 , EAE=89.93,
EAD= 86.57, VIT C= 93.69 , a 25ug/ml : EEE= 95.24,
EAE=90.84, EAD= 78.02, VIT C=84.63, a 1 ug/ml:
EEE=92.31, EAE=94.87, EAD= 35.53, VIT C=84.01.
Asimismo, encontramos que el IC-50 (ug/ml) fue: EEE=

63.78, EAE=249, EAD= 75.29, VIT C= 1.76.

Conclusién: Los resultados demuestran la capacidad
antioxidante de Lepidium peruvianum Chacén, la que
podria estar relacionada con la presencia de flavonoides
(quercetina) y de antocianinas, entre otros compuestos.

Palabras clave: Hojas de maca, Capacidad antioxidante,
Flavonoides, Quercetina, DPPH, IC-50, Vitamina C.

ABSTRACT

Maca grows in the Andean regions of Peru between 3500
and 4700 meters above sea level.

Objectives: To evaluate the antioxidant effect of Lepidium
peruvianum Chacon, “Maca” leaves

Materials and Method: In the present study, we used
ground leaves of maca from the Junin region from where
three types of extracts were prepared by maceration: 1)
ethel ether extract (EEE), 2) water extract (EAD) and 3)
ethyl alcohol extract (EAE). Evaluation of the antioxidant
effect was performed by the DPPH method, comparing the
coefficient of inhibition-50 (IC50) with Vitamin C.

Results: Capture of free radicals (%) at 100 ug/ml was:
EEE=99.63, EAE=94.87, EAD = 99,37, VIT C =, 94,72,
at 50 ug/ml: EEE=96.83, EAE=89.93, EAD = 86,57, VIT
C = 93,69, at 2iig/ml: EEE = 95,24, EAE=90.84, EAD =
78,02, VIT C=84.63, at 1 ug/ml: EEE=92.31, EAE=94.87,
EAD = 35,53, VIT C=84.01. Also, we found that the IC-
50 (ug/ml) was: EEE = 63,78, EAE=249, EAD = 75,29,
VIT C = 1.76.

Conclusion: These results demonstrate the antioxidant
capacity of Lepidium peruvianum Chacén, that could be
related to the presence of flavonoids (quercetin) and
anthocyanins, among other compounds.

Key words: Maca leaves, Antioxidant Capacity, Flavonoids,
Quercetin, DPPH, C-50, Vitamin C.
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INTRODUCCION

Los cultivos andinos de granos, tubérculos, raices, frutos,
plantas aromdticas y medicinales, tienen un enorme
potencial de transformacién primaria y agroindustrial, a
partir de los cuales se pueden obtener productos exclusivos,
inicos.”> La Maca es una planta nativa, cuyos hipocotilos
poseen un alto valor nutricional'?, tanto como el matz, el
trigo, el arroz, y superior a la papa; entre sus metabolitos
primarios mencionaremos: protefnas 10. %, carbohidratos
59 %. Lipidos 2.2 %y 8.5 % de fibra. Entre los acidos grasos,
los mas abundantes son el: linolénico, palmitico y oleico;
aminodcidos esenciales: leucina, arginina, fenilamina,
lisina, glicina, alanina, valina. Isoleucina, 4cido glutdmico,
serina, 4cido aspartico y, en menor proporcién, histidina,
treonina, tirosina, metionina, hidroxiprolina, prolina,
sarcosina; ademas de minerales como: calcio, hierro, Zinc,
Potasio, entre otros.>®

En 1961 se determiné los metabolitos secundarios por
primeravez, reportandolapresenciadealcaloides, glucésidos,
taninos y saponinas’. Presentando en mayor cantidad los
Glucosinolatos®.  Isotiocianatos’,  bencilglucosinolatos
(glucotropaeolin)®**!°,  p-metoxibencilglucosinolato*® 'y
m- metoxibencilglucosinolato'®!!. El Fenilacetonitrilo, un
producto de la degradacién de bencilglicosinolato ha sido
también encontrado en la parte aérea de Lepidium meyenii'?.
Dentro de los esteroles de maca ha presentado B-sitosterol,
campesterol y estigmasterol.!?

La Maca contiene, tambien, nueve &cidos grasos
poliinsaturadosllamados macaenos ymacamidas (benzylated
alkamides) . Estos incluyen tres nuevos compuestos: (i) N-
bencil octanamida; (ii) N-bencil-16-hidroxi-9-oxo-10E,
12E, 14E-octadecatrieneamida; v (iii) N-bencil-9,16-dioxo-
10E, 12E, 14E-octadeca-trieneamida. Otras macamidas
también han sido descritas tales como: (i) N-bencil-5-oxo-
6E, 8E-octadecadienamida; (ii) N-bencilhexadecanamida;y
(iii) 4cido 5-ox0-6E,8E-octadecadienoico. Siendo también
reportado la macaridina (1,2-dihydro-N-hidroxipiridine)
y cinco nuevos alkamides'. El porcentaje del total de
macaenos y macamidas en las diferentes variedades son de
0.15% a 0.84%". El extracto metandlico de maca también
contiene (1R, 3S)-1- metiltetrahidro-B-carboline-3-4cido
carboxilico.!!

Uridin y 4cido malico, son otros compuestos presentes en el
hipocétilo de maca!!. Las Prostaglandinas también han sido
reportadas en maca’, flavonoides'® y antocianinas!’. Entre
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los flavonoides encontrados esta el flavonol, quercetina®.
Se reportd dos nuevos alcaloides imidazolicos (lepidilina
A vy lepidilina B) aislados del extracto de hipocétilo de
Lepidium meyenii identificados como: (i) 1,3-dibencil-4,5-
dimetilimidazolium chloride; y (ii) 1,3-dibencil-2,4,5-
trimetilimidazolium chloride!’®. Otro alcaloide fue el
isopteropodin.'® En la parte aérea de Lepidium meyenii se
han encontrado 53 componentes, en el aceite esencial,
Fenilacetonitrilo (85.9%), benzaldehido (3.1%) y 3-metoxi-
fenilacetonitrilo (2.1%) siendo estos los componentes
mayoritarios.'?

La wariedad Lepidium peruvianum Chacén, es también
conocida como Lepidium meyenii Walp «Maca», se cultiva
principalmente en las regiones Suni y Puna de los
departamentos de Junin y Pasco, entre los 3700 y 4500
m.2%223 Sy rafz constituye la porcién comestible de la
planta, y la medicina tradicional le atribuye propiedades
afrodisfacas, reguladora, inmunoestimulante, energizante
y antiartritica?**. En plantas medicinales, han sido
encontradas varias clases de metabolitos con propiedades
antimutagénicas, antioxidantes, anticancerigenas e
inmunomoduladoras, substancias importantes en el
tratamiento de varias enfermedades infecciosas, desérdenes
inmunoldgicos y cancer®.

Se considera que la Maca protege contra el estrés oxidativo?
posee efecto adaptogénico ' es un buen suplemento
alimenticio®, energizante, revitalizadora!"***’, mejora Ia
memoria, la anemia, leucemia, SIDA y céncer®. Eleva
el hematocrito®. Disminuye la osteoporosis*>. La maca
demuestra la ausencia de toxicidad.!23*353

Los macréfagos son células importantes en el desarrollo de
la inmunidad innata y adaptativa; al ser activados, ya sea
por efecto de citocinas pro-inflamatorias o infecciones por
diferentes microorganismos, liberan Oxido Nitrico (NO) y
otros intermediarios reactivos del oxigeno, responsables de
su actividad citotdxica y citostitica contra microorganismos
infecciosos y células tumorales.’’

Se ha reportado efecto antioxidante del extracto acuoso
del hipocétilo de maca, evidenciado por su capacidad
citoprotectora contra la apoptosis inducida, lo que
indicarfa que la actividad citotxica es selectiva y estd
dirigida contra células tumorales. La actividad antitumoral
e inmunomoduladora de los extractos acuoso, metanélico
y alcaloides de la maca-ecotipo amarillo, es atribuida a la
estimulacién de macréfagos (incremento de fagocitosis
y produccién de NO) y otras células del sistema inmune.
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En otros estudios se determind el efecto antioxidante
de extractos del hipocdtilo de la maca de las especies
reportadas como Lepidium peruvianum y Lepidium meyenni
presentando, ambos, un buen efecto antioxidante.’**

En el presente trabajo evaluamos el efecto antioxidante de
las hojas de Lepidium peruvianum Chacén MACA, aspecto
no estudiado a la fecha, a fin de aprovechar este recurso, no
apreciado y eliminado por los agricultores y las empresas, y
darle un mayor valor agregado.

MATERIALES Y METODO
1.1 MATERIALES

1.1.1 Material Vegetal

Para este estudio se recolectaron las hojas de Lepidium
peruvianum Chacén, comtnmente llamado “maca”, de la
zona de Junin.

CLASIFICACION

Reino: Plantae

Phylum:  Angiosperma

Clase: Dicotyledonease

Subclase:  Archichlamydeae

Orden: Papaverales

Familia: ~ Brassicaceae - Crucifera
Género:  Lepidium

Especie:  Lepidium peruvianum Chacén

| _____;'

_'M"':“"ﬁ buu-ur-ﬂﬂ.j

“Aaca”

Figura N°1: Lepidium peruvianum Ch.

EQUIPOS

*  Espectrofotémetro UV 2550 (Shimadzu)

* Rotavapor modelo Laborota 4003 (Heildolph)
*  Estufa FANEM

e Vortex — Genie 2

e Balanza analitica Acculab Sartorio Group

METODOS ANALITICOS
OBTENCION DE LOS EXTRACTOS

La muestra de hojas fue recolectada en el mes de noviembre
del 2007 por personal del Centro de Medicina Tradicional.
Las hojas fueron estabilizadas en una estufa a una
temperatura no mayor de 40°C, luego fueron molidas
y tamizadas; posteriormente se obtuvieron 3 extractos,
utilizando tres solventes (Eter etilico, etanol y agua) y
siguiendo la Metodologia de Ciulei.*** Los extractos fueron
filtrados y evaporados en un Rotavapor Laborata 4003,
Heidolph.

Evaluacion del efecto antioxidante

EIDPPH es un radical libre y acepta un electrén o un radical
hidrégeno para convertirse en una molécula diamagnética
estable. Para evaluar la potencia antioxidante mediante el
barrido de radicales en las muestras del an4lisis, se registra
la densidad éptica de los radicales DPPH. Por ello, el DPPH
se utiliza habitualmente como sustrato para evaluar la
actividad antioxidante de las sustancias.*

La actividad antioxidante o antirradical se midi6 mediante
el descenso en la absorbancia a 517 nm segin método de
Brand-Williams*, modificado por Molyneux* y Suérez*
de una solucién metandlica (20mg/L) de 2,2-difenil-1-
picril hidrazilo (DPPH) provocado por la muestra los tres
extractos (EEE, EAE, EAD). Se preparé una solucién
de DPPH 2mg en 100 mL de metanol. Se preparé una
solucién de los extractos solubles en el solvente segtin
prueba de solubilidad, en una concentracién de 300 ug/mL,
partir de este se prepararon diferentes soluciones dando
concentraciones de 1, 10. 25, 50 y 100 ug/mL. El Blanco
de muestra se preparé con 0.4 mL. de muestra (solucién del
extracto) y 0.8 mL. de metanol. Luego se preparé el patron
de referencia 0.4 mL. de metanol y 0.8 mL. de sol. DPPH.
Se procedié a preparar la muestra con 0.4 mL. de solucién
de los extractos y 0.8mL de DPPH, se dej6 por 30min en la
oscuridad y se ley6 a 517nm, en un espectrofotémetro. Se
midié la absorbancia del patrén de referencia y del blanco
de la muestra. Como estandar se utilizé el dcido ascérbico..

Revista Horizonte Médico | Volumen 8, N°1, Julio 2008

47



Evaluacion del efecto antioxidante de hojas de Lepidium peruvianum Chacén, “MACA"

Figura N°3: De izquierda a derecha:
Tubo N°1: Extracto Etanolico,
Tubo N°2: Extracto Eter Etilico
Tubo N°3: Vitamina C

Tubo N°4:  Extracto Acuoso

Figura N°2: Espectrofotometro UV
2550 y la muestra a analizar.

Para calcular el efecto antioxidante se utilizé la siguiente férmula:

[1 - (Abs. de la Muestra - Abs. Blanco muestra)] x100
% de la Capacidad Antioxidante =

Abs. DPPH

Las reacciones se cotrieron por triplicado.
La IC,; se calcul6 en base a la férmula de la pendiente, como una reduccién del 50% en la absorbancia
ocasionada por los extractos EEE, EAE y EAD.

RESULTADOS
ANALISIS FITOQUIMICO

Cuadro Nro. 1. Screening Fitoquimico de hojas de Lepidium peruvianum Chacén: Extracto en Eter Etilico
(EEE), Extracto en Alcohol etilico (EAE) y Extracto en Agua destilada (EAD).

RESULTADOS
IDENTIFICACION DE METABOLITOS EEE EAE EAD TOTAL

GRASAS Y ACEITES - -
ALCALOIDES + + 4 ++
LACTONAS Y COUMARINAS - -
TRITERPENOS Y/O ESTEROIDES ++ +++ +++
CATEQUINAS +++ 4+
RESINAS +++ 4+
AZUCARES REDUCTORES ++ +++ 4+
SAPONINAS DE TIPO ESTEROIDAL Y TRITERPENOIDE - ++ +
FENOLES Y TANINOS ++ +++ 4+
AMINOACIDOS LIBRES O AMINAS + +
QUINONAS - -
FLAVONOIDES - + +
ANTOCIANIDINAS - -
PRINCIPIOS AMARGOS ++ 44
ENSAYO DE MUCILAGOS + +

Leyenda: (-) Negativo, (+) Leve, (++) Moderado, (+++) Abundante.
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CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

Los resultados obtenidos de la captacién de Radicales Libres
(RL) fueron:

Tabla N° 1: Porcentaje de captacion de
radicales Libres a 100 ug/mL

Extractos % de Captacién de R. L.
EEE 99.63
EAE 94.87
EAD 99.39
VIT C 94.72

Grafico N° 1: Porcentaje de captacion de Radicales
Libres a 100 ug/mL

% Captacion R.L. 100 ug/mL

120
100 9963 9487 9939 9472
50 — OEEE
1 O EAE
% 609 0 EAD
40 ||
20 | OVITC
0 T

EEE EAE EAD WVITC

Extractos

Tabla N° 2: Porcentaje de captacion de radicales Libres

a 50 ug/mL
Extractos % de Captacién de R. L.
EEE 96.83
EAE 89.93
EAD 86.57
VIT C 93.96
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Grafico N°. 2: Porcentaje de captacion de radicales
Libres a 50 ug/mL

% Captacion R.L. 50 ug/mL

:]](2)8 96.83 89.93 93.96
60.97 O EEE
80 +— ]
% 60 +— O EAE
40 1 0O EAD
20 1| ovITC
0 T

EEE EAE EAD VITC

Extractos

Tabla N° 3: Porcentaje de captacion de radicales
Libres a 1 ug/ml

Extractos % de Captacién de R. L.
EEE 92.31
EAE 94.87
EAD 35.53
VIT C 84.01

Grafico N° 3: Porcentaje de captacion de radicales
Libres a 1 ug/mL

% Captacién R.L. 1 ug/mL
92.31 0487
100 — —— 84.01
80 ] O EEE
Y 60 +— O EAE
° 40 | 35.53 0 EAD
20 || ovTC
0 ‘
EEE EAE EAD WVITC
Extractos
Resultados de la IC 50
El IC-50 (ug/ml) fue: EEE= 63.78, EAE=249, EAD= 75.29,
VIT C= 1.76.
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Tabla N° 4: Capacidad Antioxidante mediante la IC
50 (ug/mL) de los extractos EEE, EAE, EAD.

IC 50 (ug/mL)

IC 50 Vit. C 1.76
IC 50 EEE 63.78
IC 50 EAE 249
IC 50 EAD 75.29

La tabla N2 4 nos muestra que el IC-50 mas cercano a la
vitamina C es el de EEE con 63.78 ug/mL; y luego le sigue
el EAD con 75.29 ug/mL. Acercdndose més a la vitamina C

el extracto en éter etilico (EEE).

Grafico N° 4: Capacidad antioxidante IC 50 de

Vitamina C (ug/mL)

Abs.,

IC50 VIT C
s = -0.103536x% + 0,363
: R==0952
0.350 L
0300
0250 :
+
0900 S.E!I'E“I |
3150 Lineal (=erie1)
0100
0.0s0
0.aa0 . .
0.0 1.0 2.0 a0
Conc. tg/mL
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DISCUSION

En la actualidad, pese a la limitada accién de tratamientos
frente a enfermedades que se controlan pero no se curan, la
medicina tradicional® est4 siendo empleada como alternativa
para poder encontrar nuevas rutas que den solucién a estas
enfermedades, que epidemiologicamente van en aumento,
por cambios en el estilo de vida, debido al fenémeno de
globalizacién, en todos los aspectos.

Existen diferentes métodos para determinar la actividad
antioxidantes in vitro, de las diversas sustancias.* La
actividad antioxidante, en los extractos de las hojas maca,
fue determinada por el método del DPPH (1,1-difenil-2-
picril-hidrazilo) que consiste en determinar la pérdida de la
coloracién violeta intensa cuando éste es capturado por un
atrapador de radicales libres; la absorbancia maxima de este
radical se da a 517nm, dicha longitud de onda fue la utilizada
en al presente investigacién.

Todas las muestras fueron activas al decolorar el DPPH,
presentando mayor actividad de captacién de radicales libres
el extracto de éter etilico de maca con una actividad de
99.63% y de 96.83% a una concentracién de 100 y 50 ug/
mL respectivamente; siendo el resultado de mayor actividad
antioxidante que el que se obtuvo en otro trabajo en el mismo
Centro de Investigacién realizado con extracto de Camu-
Camu en el cual dio una actividad de 99.40% y 98.09% en

concentraciones de 100 y 50 ug/mL respectivamente .

Los datos obtenidos mediante el método del test DPPH
mostraron que los diferentes extractos de las hojas de
maca poseen buenos efectos antioxidantes. Es importante
recalcar que la actividad antioxidante es dependiente de la
concentracién del extracto y del microambiente en el que
se encuentra el compuesto, pudiendo interactuar entre si,
produciéndose efectos sinérgicos o inhibitorios.

En comparacién con un estudio realizado en Brasil, por
Raddi y col.¥, con distintas plantas, utilizando la quercetina
como antioxidante de referencia, la actividad del secuestro
de los radicales libres por los extractos, demostrd ser dosis
dependiente, al igual que lo reportado en el presente trabajo
con las hojas de maca. En la concentracién de 5 ug/mL, el
secuestro de DPPH varié de 59.4% hasta 5.7%. ; a 1 ug/
ml de extracto de éter etilico de hojas de maca se obtuvo
92.31 % de actividad antioxidante superando a varias
plantas estudiadas en dicho trabajo como anacardium humile,
alchornea glandulosa alchorena triplinervia, byrsonima crassa,
byrsonima intermedia, byrsonima cinera y davilla elliptica.
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Sandoval y col 2002 reportaron la actividad antioxidante
del hipocétilo de Lepidium meyenii mas no las hojas,
demostrando la actividad antioxidante de la maca frente a
los radicales libres peroxilo producidos durante los estados
inflamatorios, maca puede ayudar a mantener un equilibrio
entre los oxidantes y los antioxidantes, obteniendo un IC
50 con el DPPH de 610 y 430 ug/mL%*. Asf mismo Bafna y
Mirshra 2005 evaluaron al Curculigo orchioides mediante el
ensayo del DPPH encontrando un valor de IC 50 105.94 ug/
mL en relacién a la curcumina de 52.71 ug/mL*. Nosotros
en el anlisis de la capacidad antioxidante de hojas de maca
obtuvimos un valor de IC50 63.78 ug/mL para el extracto
EEE y de IC50 75.29 ug/mL para el EAE cercano al valor
de Ia curcumina y cercano al valor de la vitamina C, dado
que cuanto mas menor es el valor de la IC50 mayor es el
poder antioxidante®.

Otra investigacién realizada también en el hipocétilo de
maca, Valentova y col 2006 reportaron una IC50 de 3460 y
710 ug/mL analizados con el método DPPH*. Observando
asi que el extracto en éter etilico (EEE), alcohol etilico
(EAE) y el extracto en agua destilada (EAD) de hojas de
maca demostré tener una mayor actividad antioxidante que
los estudios mencionados.

Fahey y col 2001 demostraron la actividad antioxidante
y anticarcinogénica también del hipocétilo, debido a su
contenido de isotiocianato’. A su vez el alcaloide reportado
por Hou 2004 (1R, 3S)-1-metiltetrahidro-B-carboline-
3-4cido carboxilico es un constituyente de la maca con
accién antioxidante®. En nuestra investigacién nosotros
encontramos en el anélisis Fitoquimico positivo a alcaloides
en los tres extractos EEE, EAE y EAD de hojas de maca.
Estos resultados demuestran la capacidad antioxidante
de Lepidium peruvianum Chacén la cual podria estar
relacionada con la presencia los metabolitos secundarios
determinados en el presente estudio mediante el an4lisis
fitoquimico tales como: compuestos fendlicos, flavonoides,
catequinas, alcaloides, triterpenos, entre otros compuestos
observados en el Cuadro Nro 1. Algunos investigadores
han asociado la presencia de metabolitos secundarios con
efectos medicinales potenciales. Valentova y col. 2003,
sugieren que los alcaloides, esteroides, glucosinolatos,
isotiocianatos y las macamidas de maca sean probablemente
los responsables de sus caracteristicas potenciales como la
accién sobre la fertilidad, afrodisfaco, adaptégeno, agente
estimulante, anabdlico y de su influencia en el equilibrio
hormonal.*®*!

Los resultados observados confirman la actividad
antioxidante de las hojas de maca; sin embargo, deben
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realizarse trabajos in vivo a fin de obtener informacién
acerca de extractos y sustancias que podrian ser de utilidad
en el control de enfermedades degenerativas®, en cuya
fisiopatogenia juegan un papel importante la actividad de los
radicales libres, tales como: cancer, ateroesclerosis, ulceras
abdominales e incluso el proceso normal de envejecimiento,
etc.!?3133, Gonzales y Valerio 2006 mencionan al Lepidium
meyenii “maca”, a Uncaria tomentosa “ufia de gato” y Croton
lechleri “sangre de dragén” como plantas medicinales nativas
usadas como agentes anticancerigenos’.  Actualmente
Maca es reportada en la literatura cientifica en presentar
un bajo grado de toxicidad oral aguda en animales y de baja
toxicidad celular in vitro.’*

CONCLUSIONES

1. Se concluye que los estudios in Vitro, realizados para
evaluar el efecto antioxidante de las hojas de maca,
mediante el método del DPPH, son rapidos, econémicos
y sencillos.

2. El extracto en éter etilico de las hojas de maca, present6
la mayor capacidad antioxidante, con una captacién de
radicales libres, superior al 90%, seguido del extracto
etandlico. La capacidad antioxidante del éter etilico,
con una IC50 de 63.78 ug/mL fue el mas cercano a la
IC50 de la vitamina C, en comparacién con el extracto
de agua destilada y el extracto en alcohol etilico.

3. Se sugiere realizar otros estudios in vitro e in vivo que
ratifiquen la capacidad antioxidante de las hojas de
maca y continuar con un estudio quimico que permita
el aislamiento e identificacién de los metabolitos activos
de los extractos trabajados en el presente estudio.

B. Castaneda C.
Instituto de Investigacién
Fac. Med. USMP
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