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RESUMEN

RESUMEN

Se ha estudiado la cinética de la hidrdlisis del &cido acetilsalicilico por actividad esterasica
eritrocitaria frente a acido acetilsalicilico in vitro, en nifios de dos pisos altitudinales de la
provincia de Huamanga a 2,746 y 3,550 msnm, siguiendo la metodologia de Trinder. Se ha
encontrado que el tipo de cinética para esta hidrdlisis catalizada corresponde a una de pseudo
primer orden, rastreAndose la reaccion en un tiempo comprendido entre 0 y 55 minutos, a pH 7,4
y 37°C en buffer fosfato salino 0,1 M, se hall6 parala %pblacién total un yalor promedio parala
constante de velocidad de reaccion, (k), de 6,16 x 10 ~ £ 0,00043 min — y un tiempo de vida
media, (t,,), de 117,26 + 5,142 min. La media de la actividad enzimgtica reportada en umol de
ASA consumidos/mg de eritrocitos lisados /min fue de 1,129 x 10 + 0,0035. La correlacion
mas importante se observo entre el tiempo de vida media y los niveles de hematocrito para
ambos pisos altitudinales (p<0,05), siendo para la poblacién de 3,550 msnm -0,421 y -0,286 para
2,746 msnm, lo que ratifica la presencia de la(s) esterasa(s) en el paquete globular. De otro lado,
la cinética enzimatica de la hidrdlisis del acido acetilsalicjlico, fuelde ti poInichaeIiana; siendo €
valor de Kmde 1,6 mM y laV . de 0,662 umol x L™~ x min"~ x mg . Se concluye que no
existe diferencia estadistica signiﬁ)((:ativa de la actividad de esta(s) hidrolasa(s) eritrocitaria(s)
frente al acido acetilsalicilico en nifios de ambos pisos atitudinales para una (p<0.05).

Palabras claves: esterasas eritrocitaria, acido acetilsalicilico, altitudes.
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SUMMARY

SUMMARY

The kinetics of the hydrolysis of the acetylsalicylic acid, has been studied by activity esterasic of
the lysate erythrocyte in front of the acetylsalicylic acid in vitro, in children of two floors
altitudinals of the province of Huamanga to 2,746 and 3,550 msnm; following the methodol ogy
of Trinder. It has been that the kinetics type for this catalyzed hydrolysis corresponds one of
pseudo first order, being raked the reaction at one time understood between 0 and 55 minutes, to
pH 7,4 and 37°C in buffer saline phosphate 0,1 M, it was for the total population a value average
for the constant of reaction velocity, (k), of 6,16 x 10~ £+ 0,00043 min — and a time of half life,
(t1,), Of 117,26 + 5,142 min. The value average of the enzymatic acti\ﬂty reported in umol of
Agg consumed /mg of lysate erythrocytessmin was of 1,129 x 10" + 0,0035. The most
important correlation was observed between the time of half life and the hematocrit levels for
both floors altitudinals (p <0,05), being for the population of 3,550 msnm -0,421 and -0,286 for
2,746 msnm, what ratifies the presences esterasa(s) in the globular package. Of another side, the
enzymatic kinetics of the hydrolysis of the acetylsalicylic acid, yvas of tyloe mict?eliana; being
the value of Km of 1,6 mM and the V.. of 0,662 umol x L = x min"~ x mg —. not existing
significant statistical differences (p <r8,%) for both kinetic parameters in the two floors
atitudinals. It is concluded, that does not exist difference significant statistic of the esterase
activity of lysate erythrocyte in front of the acetylsalicylic acid in children of both floors
altitudinal for a (p <0.05).

Key words:. esterase activity, acetylsalicylic acid, atitudinal.
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I. INTRODUCCION

l. INTRODUCCION

La sensibilizacién de los receptores de dolor es el comun denominador de cuadros de
dolor inflamatorio de diversa etiologia. EI mecanismo de accion de los analgésicos
antiinflamatorios involucra inhibicién de los procesos mediados por las prostaglandinas.
La ciclooxigenasa de los acidos grasos, COX, convierte el acido araquidénico en
endoperéxidos y prostaglandinas productos intermedios en la biosintesis de varias
prostaglandinas y tromboxanos. Desde 1971 se conoce que la inhibicién de esta enzima
ConStitl(JY% gal principal mecanismo de accién de los antiinflamatorios no esteroideos,
AINES'

Precisamente el acido acetilsalicilico reune las condiciones de un AINE calma el
dolor ligero de dolencias simples, artritgg 4i51flama’[oria crénica de tipo reumatoideo,
espondilitis anquilosante, osteoartitris, etc." ™’

El acido acetilsalicilico en este contexto es un analgésico no nizrcético estandar con
una funcion éster. El acido acético esterifica el hidroxilo ortofendlico ', se menciona que la
velocidad de deacetilacion de la aspirina a salicilato, SA, "in vivo" influye en la
biodisponibilidad de |a molécula intacta para ciertas reacciones de transacetilaciéon, con
finalidad terapéutica . Después de ser absorbidos los salicilatos en forma rapida en el
estdbmago y el primer tramo del intestino delgado, el acido acetilsalicilico es hidrolizado en
acetato y salicilato por la esterasas de la sangre y los tejidos . Es imprescindible que el
acido acetilsali(zgico mantenga su integridad molecular para sus acciones y efectos
farmacoldgicos .

Como vemos, el acido acetilsalicilico o aspirina en el organismo estd sujeto a la

"Programa Cybertesis PERU - Derechos son del Autor" 9
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accién hidrolitica de esterasas inespecificas de la sangre y diversos tejidos. La sangre
posee una gran maquinaria enzimatica; esterasas inespecificas en plasma, leucocitos y
eritrocitos, y poco se sabe acerca de las formas multiples o isoformas de enzimas
implicadas en biotransformacién de farmacos especialmente en altura *~’. Nos interesa
estudiar la actividad metabdlica considerando la actividad enzimatica a nivel eritrocitario.

En el presente trabajo de investigacion se estudia la degradacién hidrolitica del acido
acetilsalicilico in - vitro, teniendo presente los siguientes objetivos: 1) Determinar la
actividad esterasica eritrocitaria in vitro frente al acido acetilsalicilico en nifios de pisos
altitudinales, vale decir; 2,746 y 3,550 msnm; 2) Precisar mediante estudios cinéticos la
constante de velocidad K, el tiempo de vida media, t1 > de la reaccion hidrolitica del
acido acetilsalicilico para las condiciones experimentales propuestas: pH, concentracién
del buffer, temperatura, tiempo, etc., para cada muestra; asi como evaluar la actividad
enzimatica, AE, y establecer ademas los valores Km y Vm' ; 3) Relacionar el grado de
actividad hidrolitica, es decir k y t 1Y otros parametros como valores de Hemoglobina,
Hematocrito, peso, talla, sexo, indice de masa corporal, principalmente.

10
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Il. GENERALIDADES

El acido acetilsalicilico (ASA) y un grupo de sustancias exhiben diversas propiedades,
como el alivio del dolor, fiebre y las molestas inflamaciones, inhiben la influencia de las
prostaglandinas en todos estos procesos patologicos. Similarmente el acido
acetilsalicilico comparte efectos colaterales con los antiinflamatorios no asL?)roideos,
AINES, como la toxicidad gastrointestinal, incluyendo ulceras y perforaciones "’

Existe informacién importante de los AINES sobre aspectos farmacodinamicos y
farmacocinéticos relacionados a su aplicacion y seleccién racional. Las caracteristicas
fisicoquimicas de los AI&ES determinan su comportamiento cinético y las variaciones en
la actividad terapéutica * .

Los AINES se diferencian por sus propiedades farmacocinéticas. Se absorben casi
completamente en el tracto gastrointestinal, tiene baja depuracion hepatica e igualmente
metabolismo de primer paso, casi todos ellos se fijan en las proteinas plasmaticas vy
presentan pequefio volumen de distribucién. Para el acido acetilsalicilico la vida media
plasmatica de elir&ipacién con un valor de 0.25 h. La concentracién maxima se alcanza
entre 0.5y 1.0 h.

Haciendo una revisiéon cronolégica a@?rca de la farmacologia de los salicilatos
tenemos algunos trabajos importantes , mediante un método colorimétrico se
determind salicilatos libres in vivo, acido salicilurico y salicilatos totales. La mayor parte de
salicilatos en el plasma humano esta unido a componentes no difusibles ),
probablemente proteinas plasmaticas y que aun a altas concentraciones de salicilato muy
poco estan en los eritrocitos. Se senala que los salicilatos se excretan en parte como

"Programa Cybertesis PERU - Derechos son del Autor" ‘ 11
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salicilato libre, Pga)rcialmente como 4acido salicilurico y parcialmente como glucurénido de
acido salicilico * 7.

Continuando con esta revision encontramos los reportes sobre la farmacocinética del
acido acetilsalicilico (ASA) y acido salicilico, (SA). Estos resultados nos demuestran que
el organismo humano se comporta como un sistema abierto bicompartimental con
respecto a este farmaco. El area bajo la curva de concentracién plasmatica de ASA-
versus tiempo fue proporcional a la dosis administrada. EI(‘P(S?dUCtO de hidrdlisis el acido
salicilico, SA, mostré ser un metabolito exclusivo de ASA , este trabajo es uno de los
pioneros en el estudio de la farmacocinética de la aspirina.

Otros enfoques farmacocinéticas (11), resaltan la variacion de la concentracion
sérica y vida media de salicilatos en pacientes con artritis reumatoidea, precisando que a
diferencia de muchos farmacos la vida media de los salicilatos en el suero humano
aumenta cuanfj102§e incrementan las dosificaciones de aspirina. Afirmacion similar a la de
otros trabajos

En cuanto a la cinética de absorcidn de la aspirina en el hombre, se reporta que la
absorcion procede aparentement%%?g(m una cinética de primer orden con un rango de
vida media de 4.5 a 16.0 min . La comparacion de las areas bajo la curva de
concentraciéon plasmatica-tiempo después de seguir una ruta de administracion
intravenosa, y oral indica que solamente el 68% de la dosis alcanza intacta la circulacion

avenost ¥ , 70 1€ 78 COSIS & .
periférica . Ademas, en el tracto gastrointestinal invertido de conejo las tasas de
hidrélisis de aspirina en una hora, oscilan para el eszg?g}ago en un 11%, duodeno 39%,
ileo medio 38%, ileo bajo 29%, colon ascendente 4% .

Estudios con pacientes reumatoideos precisan que no hay ninguna relacién
estadistica significativa entre % ncentraciones plasmaticas no ligadas o totales, y la
. ficativa entre, &3 .
medida de la eficacia clinica . Un dato importante que se destaca es que los rangos
terapéuticos que han sido encontrados fluctian entre J?§)15OO a 2500 umoles/L (200 a
350 ug/mL, 1umol/L = 0.138 ug/mL de acido salicilico).

Ahora bien, dentro de los estudios estrictamente referidos a la cinética in vitro, en
estrecha relacion con nuestro trabajo se estudia la hidrélisis del acido acetilsalicilico en
sangre humana, y plasma, in vitro, a niveles terapéuticos significativos por debajo de 15
ug/mL por un método espectrofluorométrico indicandose que a baja concentracion de
aspirina y concentracion de enzima fija la reaccion es de pseudo primer orden, y la vida
media de la hidrdlisis de la aspirina a 37 °C en una concentracion de sangre humana y
plasma al 90% en volumen, con una concentracion inicial de ﬂjﬂrato de 13 ug/mL, es de
32.0 £ 0.91 minutos y en plasma 65.9 + 1.98 minutos . Justamente esta fina
observacioén, de que la hidrdlisis del acido acetilsalicilico en sangre completa es casi el
doble de rapida que en plasma permite que se propongan la presencia de altas
concentraciones de alguna enzim?ﬁ% hidrolizante(s) inclusive enzimas adicionales en los
globulos rojos para este sustrato . Otros investigadores comprueban esta afirmacion
al aislar y tipificar posteriormente la aspirina esterasa, la princip%%s\zima responsable de
la degradacién del acido acetilsalicilico en sangre humana . En sangre normal
humana completa in vitro la fuente de la enzima que controla la hidrdlisis de la aspirina
(ASA) se localizé en los eritrocitos. La enzima no se encuentra unida a la membrana. La
velocidades medias de la hidrdlisis de la aspirina en concentraciones comparable a las

12
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Il. GENERALIDADES

halladas en los globulos rojos intactos fue mucho mas rapida, 1.61 + 0.2 umol/L/minuto, n
= 12, que aquella medida en las n;j?mbranas de globulos rojos intactos (0.23 = 0.08
umol/L/minuto, n = 6, p = <0.0001) .

En estudios detallados se mostraron que la ASA esterasa de los glébulos rojos esta
localizada intracelularmente. La ASA esterasa del lisado crudo fue purificada 900 veces
por medio de cromatografia en DEAE sephacel. La electroforesis en gel de poliacrilamida
sin SDS a pH 8.3 y 9.0 origina una banda mayor y una o mas bandas menores de
proteinas. La actividad esterasica se corresponde con la principal banda que es la de una
proteina de peso molecular aproximado de 95.000. La enzima purificada tiene una media
para el Km de 66.6 + 3.5 en uM y una media paraV__, de 4.0 £ 0.9 umol/L/minuto/mg.
La enzima es dependiente de un grupo sulfhidrilo, no requiere catiorﬁg)divalentes y es
diferente de las esterasas "no especificas" tipo D de los gldbulos rojos

Los roles de las hidrolasas de los eritrocitos y de otros tejidos en el control de la
integridad de la aspirina in vivo son estudiadas a profundidad. In vitro la velocidad de
hidrdlisis fue relativamente lenta en plasma de humanos y de perros. La velocidad de
hidrdlisis {%e significativamente mas rapida en sangre completa de perros, conejos y
humanos ~. En sangre completa de human?ﬁsy perros, la velocidad de hidrdlisis se
correlaciona positivamente con el hematocrito

Se encuentra asimismo en la literatura el estudio de la cinética del acido

acetilsalicilico por un método fluorométrico, en el cual se pre?g??ta la distribucion tisular de
- - )
la actividad de aspirin esterasas | y Il en ratones y ratas . El autor reporta que la
aspirin esterasa | de higado y rifidn de ratén tiene mas baja actividad que de la rata y que
la actividad de la aspirina est%?sa Il de estos mismos érganos en el ratén fue mayor que
en los o6rganos de las ratas ( . La cinética enzimatica del higado y la distribucién tisular
fueron similares al compararse con un método espectrofotométrico. Para el suero de rata,
se reporta valores de actividades de aspirina esterasa | de 0.84 + 0.06 y para aspirina
esterasa Il 1.03 £ 0.13 y para el plasma de ratas una actividad de aspirina esterasa Il de
0.78 £ 0.03 expresadas en nmol de acido salicilico formado por mg de proteina y por
min-1. Para al aspirina esterasa |, el autor trabaja con buffer acetato 0.2 M a pH 5.5 y
para la aspirina esterasa Il con buffer tris-HCI 0.2 M a pH 74% ;AI parecer la diferencia
o . (17

entre las actividades de ambas enzimas es por el valor del pH .

Por otro lado, es justo considerar también la variabilidad de las proteinas enzimaticas
(18). Por ejemplo, es conocido el polimorfismo de N-acetilacion de caracter genético que
se conoce desde hace tiempo y que afecta a la enzima N-acetil transferasa que cataliza
las acetilaciones. Los paises europeos cuentan con un 50-70% de acetiladores lentos
(18).

Las isoenzimas de los eritrocitos son mas interesantes para los estudios
antropoldgicos, se define a las isoenzimas como variantes moleculares de cada enzima
que tienen diferentes propiedades en su movilidad electroforética pero que catalizan la
misma reaccion bioquimica y que todas estas variantes estan controladas genéticamente
(19). Se dice que las frecuencias J,?g)otl'picas para cada una de las variantes son distintas
en los diversos grupos humanos . Algunas isoenzimas son utiles en antropologia, asi
la glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa, G-6-PD tiene dos variantes, la fosfatasa acida
eritrocitaria 5 variantes, la 6 fosfogluconato deshidrogenasa, (6-GPD) tres variantes
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fenotipicas todas con dig%?nte movilidad electroforética y lo mas interesante con diferente
actividad enzimatica Para las esterasas eritrocitarias probablemente habria
polimorfismo.

Y para cerrar estas observaciones, es importante precisar que los cambios en la
fisiologia de las personas que viven a grandes altitudes pueden cau?&r alteraciones de la
disposicién de farmacos y consecuentemente en la farmacodinamia *

14
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ll. MATERIALES Y METODOS

lll. MATERIALES Y METODOS

1.0 Muestras

Se tuvo 62 muestras de sangre total, 40 fueron tomadas de alumnos de los Planteles de
Aplicacion Guaman Poma de Ayala de la Universidad Nacional de San Cristobal de
Huamanga (UNSCH) de la ciudad de Ayacucho, 2,746 msnm; latitud 13°09’ S; longitud
74°14’ O, que corresponde a una zona de vida de estepa espinosa Montano Bajo
Sub-Tropical ee-MBS, de la region natural quechua; completando con 22 muestras de
alumnos de los Centros Educativos Estatales N° 38986-2 de Yaruca y 38940 de
Rumichaka ubicados a 3,550 y 3,850 msnm respectivamente, ambos de la comprensién
de Occollo, latitud 13°20’ S; y longitud 74°31’ O en la ribera derecha del rio Apacheta; al
borde de la via Libertadores y a una distancia de 70,5 Km. desde la ciudad de Ayacucho;
que corresponde a una zona de vida de paramo pluvial, Sub Alpino Sub Tropical pp-SaS,
de la regién natural Suni. Todos los nifios son aparentemente sanos, de edades
comprendidas entre los 07 a 11 afios. Procesandose las muestras en el laboratorio de
Bioguimica de la Facultad de Ciencias Biologicas de la UNSCH.

Se tomé una cantidad de 2,0 mL de sangre venosa de la flexura del brazo, usandose
viales con anticoagulante heparina; entre los meses de junio a agosto del 2003; los datos
personales y las medidas antropométricas se registraron en una ficha personal (ANEXO

"Programa Cybertesis PERU - Derechos son del Autor" 15
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N° 01)

1.1 De los Materiales de Vidrio

Los materiales de vidrio fueron lavados con detergente y enjuagados con abundante
agua destilada y secados en estufa.

1.2 Preparacién de Soluciones Reactivo

- Solucién buffer fosfato salino 0.1 M, pH 7.4. Se disolvid 27.22 g de KH2PO4, 8.98 g de
KOH y 10.8 g de KClI, luego se enras6 a 1 litro, y ajustd el pH, con un pHmetro Oridn

- Solucioén stock de salicilatos, Riedel de Haen. Se disolvié exactamente pesados 500
mg de acido salicilico desecado en + 40 mL de agua destilada, se afadié exactamente
medidos 36 mL de NaOH 0.1 N. Se adicioné gotas de cloroformo, se mezcld y enrazé a
100 mL con agua destilada. La concentracién de esta solucion es de 500 mg/100 mL.
Permanece estable por 6 meses.

- Solucién estandar de salicilatos. De la solucion stock de salicilatos se diluyd
respectivamente 2, 4, 6, y 8 mL hasta un volumen de 100 mL con agua destilada.
Alcanzandose concentraciones de 10, 20, 30 y 40 mg%.

- Reactivo de Trinder. Se disolvié 40 g de cloruro de mercurio, HgCl,, en 850 mL de
agua destilada, adicionar 120 mL de HCI 1 N, 40 g de Fe(NO3)3.9H Oy se completd a
volumen de 1 litro con agua destilada. Esta solucion es estable por tiempo indefinido.

- Sustrato bufferado. Se disolvio 500 mg o 250 mg de acido acetilsalicilico Sigma en
100 mL. de buffer fosfato salino 0.1 M. pH 7.4 para obtener una solucién de 5 mg/mL. o
2.5 mg/mL

- Heparina al 2500 Ul/mL, dos gotas para 5 mL de sangre.(zo)

- Reactivo de DRABKIN. Se disolvié 1.0 g de bicarbonato de sodio, 0.05 g de cianuro
de pc&%%io y 0.2 g de ferricianuro de potasio, agua destilada cantidad suficiente para un
litro.

- Reactivo de GORNALL. Se disolvio 1.50 g de sulfato de cobre pentahidratado; 6 g
de tartrato de sodio y potasio tetrahidratado en casi 500 mL de agua destilada; se agrego
300 mL de hidroxido de sodio al 10%. Se enfrio y s&oc)ompleto a 1 litro con agua
destilada. El reactivo se conserva por tiempo prolongado.

1.3 Lavado y Preparacion del Hemolizado

16
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La sangre heparinizada se centrifugé a 3000 rom durante 5 minutos, el plasma se separé
usando jeringas. Se lavd los eritrocitos con solucién de cloruro de sodio al 0.85%,
centrifungandose cada vez por 5 minutos.

El paquete de células rojas se peso y resuspendid con igual peso de agua destilada
en un frasco vial. Se congel6é y descongel6é por 3 veces manteniendo el vial en forma
inclinada. El hemolizado es estable por 24 horas a temperatu&xﬁmbiental, ypor263
dias en refrigeracién, alcanzando una densidad de 1.068 g/mL.

2.0 Determinacién del Grupo Sanguineo ABO

Para la determinacién de los grupos sanguineos se usaron sueros comerciales Anti-A y
Anti-B. Siguiendo el método de Lee-Vicent, o0 método del portaobjeto, %Igzando sangre
total; que frente a los sueros presentan la correspondiente aglutinacion. (

2.1 Determinacion del Factor Rh

Para esta determinacion se uso suero comercial Anti-D, siguiendo el método de
Diamond-Abelson o técnica rapida de portaobjetos. La(zf%macién de aglutinacion
observable a simple vista indica que el factor Rh es positivo.

3.0 Determinacién de Hemoglobina y de Hematocrito

Se uso el método espectrofotométrico de la Cianometahemoglobina trabajandose con el
reactivo de Drabkin. El ferricianuro de potasio convierte el hierro ferroso de la
hemoglobina en hierro férrico formando metahemoglobina, que a su vez se combina con
el cianuro de potasio y Pé8duce un pigmento estable que se puede determinar
. ) ., .
espectrofotométricamente S+e determiné la absorbancia a 540 nm en el
espectrofotdmetro Spectronic 20D , contra un blanco del reactivo, usandose el factor
29,5.

La determinacion del hematocrito se realizd siguiendo el método de micro
hematocrito, haciendo uso de capilares de 7 cm x 1 mm, en el que se centrifuga la sangre
a 10 000 rpm x 5 min.; luego se midi6 la altura correspondiente al paquete eritrocitario.
(22)

4.0 Determinacion de Proteinas Plasmaticas. Método
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de Gornall, Bardawill y Davild.

Se basa en la reaccién 38 Biuret. Leyéndose a 540 nm contra el blanco de reactivos,
usandose el factor 29,7. (20)

5.0 Pruebas Cinéticas

5.1.Curva Estandar de Calibracion para la
Determinacién de Salicilatos

Para la construccion de la curva de calibracion se uso el método de TRINDER (23), se
procedid a preparar en 5 tubos de prueba, a los cuales se les adiciono 1 mL de solucién
estandar de salicilatos de 10, 20, 30 y 40 mg%, luego se adicioné 2 mL de solucién buffer
fosfato salino 0,1 M, pH 7.4 a cada uno de ellos. Paralelamente se confeccioné un blanco
de reactivos.

A todos los se adicion6 seguidamente 4 mL del reactivo de TRINDER, se mezcl6 por
inversion, luego se procedio a leer en el espectrofotometro Spectronic 20D a 540 nm. El
producto posee una coloracion violeta.

5.2 Determinacion del Orden de Reaccion, Constante
de Velocidad, Tiempo de Vida Media y Actividad
Enzimatica Esterasica Eritrocitaria.

Para estos ensayos se utilizd el método colorimétrico de TRINDER, luego de la hidrdlisis
del acido acetilsalicilico con produccion de ég:rigo salicilico por accion de las esterasas
eritrocitarias en presencia de las sales de Fe ~, se origina una coloracién violeta, cuya
intensidad es directamente proporcional a la concentracion de salicilatos presentes.

Se procedio de la siguiente manera:

Preincubar por 5 min. A 37 °C por separado: La solucién salina tamponada, los
eritrocitos lisados y el sustrato de acido acetilsalicilico (5mg/mL).

Luego se coloco en el tubo reactor 1 mL de eritrocitos lisados, 0,5 mL de solucién
buffer fosfato salino 0,1M pH 7.4 y 0,25 mL de sustrato; se mezcl6é e incubd en bano
maria a 37 °C, extrayéndose alicuotas de 0,25 mL de la mezcla reactiva a los 10, 25,40 y
55 min.; se afadi6 a las alicuotas 0,5 mL de agua destilada y 1 mL del reactivo de

18
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TRINDER, se mezclé y centrifugé por 5 min. a 3,500 RPM, se trasvasé el sobrenadante a
las cubetas de 1 mL de capacidad y se procedi6 a leer la absorbancia a 540 nm.

5.3 Determinacién del efecto del pH en la actividad
enzimatica.

Se observa la actividad enzimatica considerando los valores de pH 7,0; 7,2; 7,4; 76 y 7,8
empleando buffer fosfato salino.

5.4 Determinacion de la Constante de
Michaelis-Menten y de la Velocidad Maxima

Para este ensayo se utilizé soluciones de ASA de 250mg/100 mL, en buffer fosfato salino
0,1 M de pH 7,2, colocandose en cada tubo el sustrato previamente temperado en la
cantidad de 0,05; 0,1; 0,15; 0,2; 0,25 lo que equivale a concentraciones en el tubo reactor
de 14,36; 28,73; 43,10; 57,47 y 71,83 mg% y de buffer fosfato salino pH 7.2, 0,1M las
siguientes cantidades: 0,32; 0,27; 0,22; 0,17; 0,12 mL respectivamente. A cada uno de los
tubos se afnadié 0,5 mL de eritrocitos lisados, temperados y se dejé transcurrir 25 min de
reaccion enzimatica. De estas soluciones se tomé alicuotas de 0,25 mL, se adicion6 0,5
mL de agua y 1 mL del reactivo de Trinder; se centrifugé a 3,500 rpm y se trasvaso el
sobrenadante a las cubetas y se procedi6 a leer la absorbancia a 540 nm.

6.0 Calculos

La concentracion de hemoglobina se corrigié para la altura, empleando las formulas:

altura = (msnm )(3.3)

1000
ajuste poraltura =0,022(altura J° = 0,032(allur )
nivel de ajuste = mivel observado - ajuste por altura
y de esta manera poder hacer las comparaciones con los valores a nivel del mar.
(24)

El retardo en el crecimiento y los grados de desnutrzgign y sobrepeso, se observaron
en proyecciones de las graficas talla-edad y peso-edad.
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La clasificacion del estado nutricional ds Io&ggﬁos se realizé segun el indice de masa
corporal, considerando peso (Kg.)/Altura (m™)

Las cantidades de salicilatos producidos en el curso de los ensayos enzimaticos en
mg% se calcularon utilizando el factor de calibracion promedio de salicilatos. F = 65,47.

La proporcion de aspirina hidrolizada se obtuvo en forma indirecta por calculo
estequiométrico a partir del salicilato encontrado, utilizandose el factor 1,304.

La cantidad de aspirina no hidrolizada o residual se obtuvo por diferencia de la
concentracién inicial puesta en el tubo reactor; 71,42 mg%; empleando la formula:

(ASA residual en mg%) = 71,42 - ( A x F x 1.304)
Donde: A es la absorbancia de cada tubo y F es el factor de calibracion.

El tiempo de vida media t , fue hallado del ploteo semilogaritmico de la
concentracion de acido acetilsalicilico residual en mg% versus el tiempo en minutos de
incubacién, la pendiente de la recta hallada corresponde ? cifras absolutas a la

. € , NI
constante de la velocidad de reaccion, (k), segun la ecuacion

" [AsA |
k= —[’aflf""‘] '
(27)

Y el tiempo de vida media segun la ecuacion

0,693
K

La actividad enzimatica se calculd para un peso de lisado de eritrocitos de 76,28
expresado en mg y para un tiempo de 25 minutos.

Act. Enz. = Ax F x 1.304 x 1/0,180 x 1/76,28 x 0,25/100 x 1/25.

El factor 1/0.180 es para convertir a umol de ASA%, el factor 1/76,28 es para
expresar por mg de lisado de eritrocitos; 0,25/100 para expresar umol en el volumen
analizado a partir del tubo reactor y el factor 1/25 para expresar lo resultados por minuto.

t =

Act. Enz. = A x 0.000621 pmol de ASA consumidos/mg de eritrocitos lisados/minuto,
es decir:

Act. Enz. = A x 6,21x10°
LaK yV se determind mediante el grafico de las dobles reciprocas o de

m mEg)

Lineweaver-Burk.

4

El calculo de la Vmax, para expresarla en umol/L/min/mg de eritrocitos lisados, se
realizo segun la siguiente formula:

Vméx = mg% ASA producidos x 1/180 x 106 x 1/25x1/76,72

20
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7.0 Analisis Estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados mediante las pruebas estadisticas descriptivas: Se
uso el andlisis de varianza, para conocer las diferencias en los promedios de cada grupo
de nifios segun los pisos altitudinales, es decir 2,746 y 3,550 msnm y frente a las
variables estudiadas (hemoglobina, hematocrito, constante de velocidad de reaccion,
tiempo de vida media, actividad enzimatica y estado nutricional)

Andlisis de tendencia: regresion y correlacién entre las variables estudiadas,
constante de velocidad de reaccion, K, tiempo de vida media, t,, y actividad enzimatica
frente Hemoglobina y Hematocrito. :
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Se estudid la actividad esterasica eritrocitaria frente al acido acetilsalicilico en nifios de
dos pisos altitudinales de la provincia de Huamanga a 2,746 y 3,550 msnm en Ayacucho.
Para el efecto, se utilizd el método de Trinder. La curva espectral para este método
presenta un pico de maxima absorcién a 530 nm empleando el espectrofotémetro
Spectronic 20D para una concentracion de 20 mg% de salicilatos (Grafico N° 01). La
curva de calibracién para concentraciones de salicilatos de 10 a 40 mg%, mantiene la
correspondiente linealidad y arroja un factor de calibracion de 65,47 (Grafico N° 02).

El efecto del pH sobre la actividad enzimatica para 25 minutos y a 37°C (Grafico N°
03) arroja altas actividades para valores de pH diferentes 7,4. En este pH, que es
fisiolégico, se nota una minima actividad enzimatica eritrocitaria.

Se probd el efecto de la concentracion del sustrato para 25 minutos y a 37°C (Grafico
N° 04) a un valor de pH de 7,2 y a concentraciones crecientes de acido acetilsalicilico,
observandose la correspondiente hipérbola rectangular de la cinética michaeliana. En el
ploteo de las dobles reciprocas (Grafico N° 05) se nota una recta. La interseccion en el
eje x arroja un valor de Km de 0,29mg/mL, es decir una concentracion molar de 0,0016.
Para Vmax se encontrd que la interseccion en el eje y, un valor de 0,23 mg/mL, que
corresponde a 0,662 umolxL xmin xmg . Todo lo cual nos indica la actividad
esterasica eritrocitaria debido a la presencia de la(s) hidrolasa(s) correspondientes.

La actividad esterasica eritrocitaria se estudid en 62 nifios de ambos sexos 28 nifios
(45,2 %) y 34 nifas (54,8 %), de 2 pisos altitudinales, a 2,746 msnm 19 nifios (47,5 %) y
21 nifas (52,5%). A 3,550 msnm, se estudio 9 nifios (40,9%) y 13 nifas (59,1%).
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La poblacién en estudio presenta las siguientes caracteristicas: La media de la edad
para la poblacién total fue 9,25 + 0,247 afos. Para la poblacion de 2,746 msnm fue de
9,15 + 0,23 afos y para 3,550 msnm 9,45 * 0,54 afos; el andlisis de varianza no muestra
diferencia estadistica significativa (p<0.05). La media del peso correspondié a 29,14 +
1,33 Kg.; la media para la poblacién de 2 746 msnm fue de 30,62 + 1,35 Kg. y para 3,550
msnm 26,45 + 2,39 Kg.; existiendo una diferencia estadistica significativa (p<0.05) entre
ambos grupos. La media de la talla fue 125,90 + 2 cm.; para la poblacién de 2,746 msnm
fue de 127,25 + 1,66 cm. y para 3,550 msnm 123,45 + 4,14 cm; el analisis estadistico si
muestra diferencia significativa entre ambos grupos (p<0.05).

Segun las proyecciones de los graficos de peso — edad, en ninguno de los dos pisos
altitudinales se encuentra desnutricién. A 2,746 msnm, se encontré 07 casos (17,5%) un
sobrepeso ligeramente por encima de las dos desviaciones estandar (D.S.) de los valores
normales y segun los graficos talla — edad a 2,746 msnm se encontraron 02 casos (5%)
de retardo en el crecimiento por debajo de las dos D.S. A 3,550 msnm se encuentran 10
casos (45,4%) de retardo en el crecimiento por debajo de las dos D.S.

Evaluando el indice de masa corporal (IMC), para precisar el estado nutricional de la
poblacién, para 2,746 msnm se encuentra 08 casos (20%) de hiponutridos con grado 1,
10 casos (25%) de hiponutridos con grado 2, 16 casos (40%) de delgados y 6 casos
(15%) de normales. Para 3 550 msnm encontramos 8 casos (36,4%) de hiponutridos con
grado 1 y 7 casos (31,8%) de hiponutridos con grado 2; asimismo 5 casos (22,7%) de
delgados y 2 casos (9,1%) de normales. En ambas poblaciones no se encuentran gordos
ni obesos. La media del IMC de la poblacion total fue 17,74 £ 0,557; la media para la
poblacién a 2,746 msnm fue 18,044 £ 0,69 y para 3,550 msnm fue de 17,19 + 0,84; no se
encontro diferencia estadistica significativa para los dos pisos altitudinales (p<0,05)

Por otro lado, la media de los niveles de hemoglobina, hematocrito y proteinas
plasmaticas para la poblacion total fue de 12,84 + 0,267 g%, 43,75 £ 0.632 % y 7,18
0,15 g% respectivamente; para 2,746 msnm la media fue de 13,21 + 0,23 g% #+, 43,00 +
0,595 % y 7,15 £ 0,147% respectivamente y para 3 550 msnm resulté 12,16 + 0,51 g% £,
4513 + 1,19 % y 7,23 + 0,358g% respectivamente (Grafico N° 06). Existen diferencias
estadisticas significativas (p<0,05) para los niveles de hemoglobina y hematocrito en
ambos grupos de estudio. Asimismo, se determind los porcentajes de los grupos
sanguineos del sistema ABO, encontrandose que la gran mayoria pertenece al grupo O;
77,5 % y 81,8 % son del grupo mencionado para 2,746 y 3,550 msnm respectivamente,
los otros grupos representan porcentajes de menor cuantia, no existiendo el grupo AB a
3,550 msnm (Grafico N° 07)

Ahora bien, en relacién a los aspectos cinéticos estudiados de la hidrdlisis del acido
acetilsalicilico por actividad esterasica eritrocitaria evaluados hasta los 55 minutos, a pH
7,4 y 37 °C en buffer fosfato salino 0,1 M; se encontré que la media d% la constante de_I,F
velocidad de reaccion, k, para la poblacion e_g general fue 6 16x10 = £ 0,00043 min ;
para el grupo Qg 2,746 msnm fue de 6,19x10 ~ +£0,0006 min ; y para el grupo de 3,550
msnm 6,09x10 "+0,0005 min ~ (Grafico N° 08); del analisis de varianza se determind que
no existe diferencia estadistica significativa entre los dos grupos altitudinales (p<0,05).
Estrechamente relacionado a la variable estudiada, se encontré que el tiempo de vida

media de desintegracién del acido acetilsalicilico de la poblacién total, t1/2, fue de 117, 26
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1 5142 min; hallandose 117,40 £ 571 y 117,59 + 9,5 min para los grupos de 2,746 y
3,550 msnm respectivamente (Grafico N° 09); sin diferencia estadistica significativa entre
grupos (p<0,05). La evaluacion de la actividad enzimatica, AE, considerando 25 minutos
de reaccion enzimatica a 37 °C a pH 7,4 reporté un valor de 1,129x10" 5?,035 para la
poblacion total; desagregandose en los siguientes valores, 1,177x10 = £ 0,036 vy
1,041x10 © + 0,05 para 2,746 y 3,550 msnm respectivamente, expresandose en umol de
ASA consumidos/mg de eritrocitos lisados/minuto (Grafico N° 10); encontrandose
diferencia estadistica altamente significativa entre los dos grupos de estudio (p<0,05). La
distribucion de frecuencias para los valores de la constante de velocidad de reaccién,
tiempo de vida media y actividad enzimatica para las poblaciones de ambos pisos
altitudinales, se observan en los graficos N° 11 al 16.

Justamente, de los estudios cinéticos efectuados, se ha observado que estos
aspectos hidroliticos que cursan bajo la accién de la(s) esterasa (s) eritrocitarias bajo las
condiciones de laboratorio planteadas responden a una cinética de pseudo primer orden
para ambos grupos poblacionales en las altitudes mencionadas (Grafico N° 17). En
efecto, del ploteo semilogaritmico resultan las correspondientes rectas con pendientes
negativas, cuyo valor en cifras absolutas corresponden a la constante de la velocidad de
reaccion, k. (Grafico N° 18).

Se estudid las correlaciones correspondientes entre hemoglobina y tiempo de vida
media (t,,,) de la desintegracion del acido acetilsalicilico por actividad esterasica
eritrocitaria, encontrandose correlacion significativa de -0,369 (p<0,05) para el grupo
poblacién de 3,550 msnm (Grafico N° 19). Asimismo, la correlacion hematocrito y tiempo
de vida media (t, ) es significativa en ambos grupos altitudinales (p<0,05) siendo esta
correlacion mayor a 3,550 msnm, -0,421, comparativamente con el valor -0,286 para
2,746 msnm (Graficos N° 20 y 21). Ademas, se estudid las correlaciones
correspondientes entre hemoglobina y actividad enzimatica de la desintegracion del acido
acetilsalicilico por actividad esterasica eritrocitaria, encontrandose correlacion significativa
(p<0,05) para el grupo poblacion de 2,746 msnm (Grafico N° 22), es decir 0,347.
Finalmente, la correlacién hematocrito y actividad enzimatica, solamente es significativa
(p<0,05) para la poblacién de 2,746 msnm, correspondiendo a 0,420 (Graficos N° 23)

Los resultados generales se representan en la Tabla N° 01.
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GRAFICO N° 01: CURVA ESPECTRAL DE SALICILATOS (20 mg%). AYACUCHO 2003
Espectrofotémetro: SPECTRONIC 20 D"
Cubetas: 1 cm de paso

Pico de maxima absorcion: 530 nm
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GRAFICO N° 02: CURVA DE CALIBRACION PARA SALICILATOS. AYACUCHO 2003
Espectrofotémetro: SPECTRONIC 20 D+
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Cubetas: 1 cm de paso
Longitud de Onda: 540 nm
Factor de Calibracion: 65,47
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GRAFICO N° 03: EFECTO DEL pH SOBRE LA ACTIVIDAD ESTERASICA
ERITROCITARIA FRENTE AL ACIDO ACETILSALICILICO. AYACUCHO 2003

Espectrofotémetro: SPECTRONIC 20 D+
Cubetas: 1 cm de paso

Longitud de onda: 540 nm

Temperatura: 37 °C

Buffers de fosfatos salinos
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GRAFICO N° 04: EFECTO DE LA CONCENTRACION DEL SUSTRATO, ACIDO
ACETILSALICILICO SOBRE LA ACTIVIDAD ESTERASICA ERITROCITARIA.
AYACUCHO 2003

Cinética: Michaeliana
Espectrofotémetro: SPECTRONIC 20 D+
Cubetas: 1 cm de paso

Longitud de onda: 540 nm

Temperatura: 37 °C

Buffer fosfato salino 0,1 M

pH: 7,2

Tiempo de reaccién: 25 minutos
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GRAFICO N° 05:DOBLES RECIPROCAS PARA LA ACTIVIDAD ESTERASICA
ERITROCITARIA FRENTE AL ACIDO ACETILSALICILICO. AYACUCHO 2003

Ecuacion de la recta: Lineweaver-Burk
Km =29 mg% (0.0016 M)
Vméx=23 mg% (0.00127 M), en 25 minutos para 0.5 mL de eritrocitos lisados
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GRAFICO N° 06:VALORES HEMATOLOGICOS PARA NINOS DE DOS PISOS
ALTITUDINALES AYACUCHO 2003
Espectrofotémetro: SPECTRONIC 20 D+
Cubetas: 1 cm de paso
Longitud de onda:540 nm
Hemoglobina: Método de Drabkin
Hematocrito:Método de los capilares

Proteinas:Método de Gornall, Bardawill, Davild
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GRAFICO N° 07: PORCENTAJES DE GRUPOS SANGUINEOS DEL SISTEMA ABO EN
NINOS DE DOS PISOS ALTITUDINALES. AYACUCHO 2003

Método: Aglutinacién en portaobjetos
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QRAF/CO N° 08:CONSTANTE DE VELOCIDAD DE REA CCION DE LA HIDROLISIS DEL
ACIDO ACETILSALICILICO POR ACTIVIDAD ESTERASICA ERITROCITARIA EN NINOS
DE DOS PISOS ALTITUDINALES. AYACUCHO 2003
Espectrofotémetro: SPECTRONIC 20 D+

Cubetas: 1 cm de paso
Longitud de onda: 540 nm
Temperatura: 37 °C

Buffer fosfatos salino 0,1 M
pH: 7,4

Tiempo de reaccion: 0 - 55 minutos

30 "Programa Cybertesis PERU - Derechos son del Autor"



IV. RESULTADOS

i

o

o

Tionpa de vl reesd s frrernse]

LRt 1884

ARiga sl
GRAFICO N° 09:TIEMPO DE VIDA MEDIA DE LA HIDROLISIS DEL ACIDO
ACETILSALICILICO POR ACTIVIDAD ESTERASICA ERITROCITARIA EN NINOS DE
DOS PISOS ALTITUDINALES. AYACUCHO 2003

Espectrofotémetro: SPECTRONIC 20 D+
Cubetas: 1 cm de paso

Longitud de onda: 540 nm

Temperatura: 37 °C

Buffer fosfatos salino 0,1 M

pH: 7,4

Tiempo de reaccion: 0 - 55 minutos
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GRAFICO N° 10:ACTIVIDAD ENZIMATICA PARA LA HIDROLISIS DEL ACIDO
ACETILSALICILICO POR ACTIVIDAD ESTERASICA ERITROCITARIA EN NINOS DE
DOS PISOS ALTITUDINALES. AYACUCHO 2003
Espectrofotémetro: SPECTRONIC 20 D+

Cubetas: 1 cm de paso
Longitud de onda: 540 nm
Temperatura: 37 °C

Buffer fosfato salino 0,1 M
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pH: 7,4

Tiempo de reaccion: 25 minutos
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GRAFICO N° 11:DISTRIBUCION DE FRECUENCIA DE LA CONSTANTE DE
VELOCIDAD DE REACCION PARA LA HIDROLISIS DEL ACIDO ACETILSALICILICO
POR ACTIVIDAD ESTERASICA ERITROCITARIA EN NINOS DEL PISO ALTITUDINAL
DE 2,746 msnm. AYACUCHO 2003
Espectrofotémetro: SPECTRONIC 20 D+

Cubetas: 1 cm de paso
Longitud de onda: 540 nm
Temperatura: 37 °C

Buffer fosfatos salino 0,1 M
pH: 7,4

Tiempo de reaccion: 0 - 55 minutos

e bl b v - . Ll

GRAFICO N° 12:DISTRIBUCION DE FRECUENCIA DE LA CONSTANTE DE
VELOCIDAD DE REACCION PARA LA HIDROLISIS DEL ACIDO ACETILSALICILICO
POR ACTIVIDAD ESTERASICA ERITROCITARIA EN NINOS DEL PISO ALTITUDINAL
DE 3,550 msnm. AYACUCHO 2003
Espectrofotémetro: SPECTRONIC 20 D+

Cubetas: 1 cm de paso

Longitud de onda: 540 nm
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Temperatura: 37 °C
Buffer fosfatos salino 0,1 M
pH: 7,4

Tiempo de reaccion: 0 - 55 minutos
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GRAFICO N° 13:DISTRIBUCION DE FRECUENCIA DEL TIEMPO DE VIDA MEDIA PARA
LA HIDROLISIS DEL ACIDO ACETILSALICILICO POR ACTIVIDAD ESTERASICA
ERITROCITARIA EN NINOS DEL PISO ALTITUDINAL DE 2,746 msnm. AYACUCHO
2003
Espectrofotémetro: SPECTRONIC 20 D+

Cubetas: 1 cm de paso
Longitud de onda: 540 nm
Temperatura: 37 °C

Buffer fosfatos salino 0,1 M
pH: 7,4

Tiempo de reaccion: 0 - 55 minutos

GRAFICO N° 14:DISTRIBUCION DE FRECUENCIA DEL TIEMPO DE VIDA MEDIA PARA
LA HIDROLISIS DEL ACIDO ACETILSALICILICO POR ACTIVIDAD ESTERASICA
ERITROCITARIA EN NINOS DEL PISO ALTITUDINAL DE 3,550 msnm. AYACUCHO
2003

Espectrofotémetro: SPECTRONIC 20 D+
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Cubetas: 1 cm de paso
Longitud de onda: 540 nm
Temperatura: 37 °C

Buffer fosfatos salino 0,1 M
pH: 7,4

Tiempo de reaccion: 0 - 55 minutos

GRAFICO N° 15DISTRIBUCION DE FRECUENCIA DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA
PARA LA HIDROLISIS DEL ACIDO ACETILSALICILICO POR ACTIVIDAD ESTERASICA
ERITROCITARIA EN NINOS DEL PISO ALTITUDINAL DE 2,746 msnm. AYACUCHO

2003

Espectrofotémetro: SPECTRONIC 20 D+
Cubetas: 1 cm de paso

Longitud de onda: 540 nm

Temperatura: 37 °C

Buffer fosfatos salino 0,1 M

pH: 7,4

Tiempo de reaccion: 25 minutos

GRAFICO N° 16:DISTRIBUCION DE FRECUENCIA DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA
PARA LA HIDROLISIS DEL ACIDO ACETILSALICILICO POR ACTIVIDAD ESTERASICA

34 "Programa Cybertesis PERU - Derechos son del Autor"



IV. RESULTADOS

ERITROCITARIA EN NINOS DEL PISO ALTITUDINAL DE 3,550 msnm. AYACUCHO

2003

Espectrofotémetro: SPECTRONIC 20 D+

Cubetas: 1 cm de paso

Longitud de onda: 540 nm

Temperatura: 37 °C

Buffer fosfatos salino 0,1 M

pH: 7,4

Tiempo de reaccion: 25 minutos
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GRAFICO N° 17:CINETICA ’DE LA HIDROLISIS DEL ACIDE) ACETILSALICILICO POR
ACTIVIDAD ESTERASICA ERITROCITARIA EN NINOS DE DOS PISOS
ALTITUDINALES. AYACUCHO 2003
Espectrofotémetro: SPECTRONIC 20 D™

Cubetas: 1 cm de paso
Longitud de onda: 540 nm
Temperatura: 37 °C

Buffer fosfatos salino 0,1 M
pH: 7,4

Tiempo de reaccion: 0 - 55 minutos
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GRAFICO N° 18:PLOTEO SEMILOGARITMICO PARA LA HIDROLISIS DEL {\C/Do
ACETILSALICILICO POR ACTIVIDAD ESTERASICA ERITROCITARIA EN NINOS DE
DOS PISOS ALTITUDINALES. AYACUCHO 2003
Espectrofotémetro: SPECTRONIC 20 D+

Cubetas: 1 cm de paso
Longitud de onda: 540 nm
Temperatura: 37 °C

Buffer fosfatos salino 0,1 M
pH: 7,4

Tiempo de reaccion: 0 - 55 minutos

1 o

E a

WL

: |o

_!_“ — a £
3 ~3 0

T .

g o o o o —
L,

o

NS e

— L 3 B0 e

GRAFICO N° 19:CORRELACION ENTRE EL NIVEL DE HEMOGLOBINA Y EL TIEMPO
DE VIDA MEDIA PARA LA HIDROLISIS DEL ACIDO ACETILSALICILICO POR
ACTIVIDAD ESTERASICA ERITROCITARIA EN EL GRUPO ALTITUDINAL DE 3,550
msnm. AYACUCHO 2003

Correlacion de Pearson: -0,369
Significancia: 0,046
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GRAFICO N° 20:CORRELACION ENTRE EL NIVEL DE HEMATOCRITO Y EL TIEMPO
DE VIDA MEDIA PARA LA HIDROLISIS DEL ACIDO ACETILSALICILICO POR
ACTIVIDAD ESTERASICA ERITROCITARIA EN EL GRUPO ALTITUDINAL DE 2,746
msnm. AYACUCHO 2003

Correlacion de Pearson: -0,286
Significancia: 0,037
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GRAFICO N° 21:CORRELACION ENTRE EL NIVEL DE HEMATOCRITO Y EL TIEMPO
DE VIDA MEDIA PARA LA HIDROLISIS DEL ACIDO ACETILSALICILICO POR
ACTIVIDAD ESTERASICA ERITROCITARIA EN EL GRUPO ALTITUDINAL DE 3,550
msnm. AYACUCHO 2003

Correlacion de Pearson: -0,421

Significancia: 0,026
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GRAFICO N° 22:CORRELACION ENTRE EL NIVEL DE HEMOGLOBINA Y LA
ACTIVIDAD ENZIMATICA PARA LA HIDROLISIS DEL ACIDO ACETILSALICILICO POR
ACTIVIDAD ESTERASICA ERITROCITARIA EN EL GRUPO ALTITUDINAL DE 2,746
msnm. AYACUCHO 2003

Correlacion de Pearson: 0,327
Significancia: 0,020
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GRAFICO N° 23:CORRELACION ENTRE EL NIVEL DE HEMATOCRITO Y LA
ACTIVIDAD ENZIMATICA PARA LA HIDROLISIS DEL ACIDO ACETILSALICILICO POR
ACTIVIDAD ESTERASICA ERITROCITARIA EN EL GRUPO ALTITUDINAL DE 3,550
msnm. AYACUCHO 2003

Correlacion de Pearson: 0,420
Significancia: 0,003
TABLA N° 01:MEDIAS DE LAS VARIABLES Y DE LOS PARAMETROS CINETICOS DE LA ACTIVIDAD

ESTERASICA ERITROCITARIA FRENTE AL ACIDO ACETILSALICILICO EN NINOS DE DOS PISOS
ALTITUDINALES
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VARIABLES PROMEDIO | 2746 m.s.n.m. 3550 m.s.n.m
Edad (afios) 9.25+0,247 9,15+0,23 9,45+0,54
Peso (Kg) 29,14+1,33 30,62+1,35 26,45+2,39
Talla (cm) 125,90+2,0 127,25+1,66 123,45+4,14
IMC 17,74+0,557 | 18,044+0,69 17,19+0,84
Hb (9%) 12,840,267  |13,2140,23 12,1620,51
Hto (%) 43,740,602  |42,00+0,595 45,13+1,19
Prot. Plasm (g%) |7,18+0,15 7,150,147 7,230,358
k (min" ') 6,16x10 ~ 6,19x10 ~ 6,09x10 "~
+0,00043 +0,0006 +0,0005
t, ., (min) 117,2645,142 | 117,40+5,71 117,59+9,59
AE UmolASA/mg | 1,129x10 " 1,177x10" 1,041x10""
eritrocitos/min +0,035 +0,036 +0,050
Km  |0,0016 M
V__. 10,662 umol/L/min/mg
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El metabolismo de farmacos implica una serie de procesos por los cuales estas
sustancias son modificadas en el organismo. Fundamentalmente, por (53 cciones
enzimaticas entre ellas: oxidacion, reduccidén, conjugacion e hidrolisis Estas
biotransformaciones estan dirigidas a la formacion de metabolitos mas hidrosolubIeSé)gcsr
desenmascaramiento o introduccion de grupos polares como COOH, OH y NH ( .
Estos procesos se compl?ﬁ%n?’gon la formacién de conjugados con acido sulfurico,
glucurdnico o aminoacidos ' /. Los metabolitos resultan ser sustancias diferentes del
farmaco administrado, menos activos y de algunas maneras mas polares, como
expresamos anteriormente; que difunden con menor facilidad a través de las membranas
celulares; permanecen menor tiempo en el organismo por su resorcion tubular renal
disminuida, este ultimo factor Iimit?asgo?ctividad farmacoldgica. Algunos se convierten en
metabolitos mas activos o téxicos * '~ ‘. En este contexto las enzimas encargadas de los
cambios quimico - estructurales son factores importantes en la evaluacion de la accion de
sustancias medicamentosas.

Todos los tejidos y fluidos biolégicos contienen enzimas hidroliticas y la duracién(gie
la actividad farmacoldgica depende en mucho de los casos de la hidrélisis enzimatica * .
El plasma y los eritroc&o contienen una variedad de enzimas hidroliticas, entre ellas
esterasas y amidasas . El hombre asi como las especies muestran diferencias en
cuanto al metabolismo de los farmacos. Las diferencias observadas %ogg)blemente
reflejen diferencias cuantitativas en las enzimas que metabolizan farmacos ™’

Se han observado diferencias del metabolismo que dependen del desarrollo. Asi las
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enzimas farmaco - metabolizadoras del reticulo endoplasmico comienzan a sintetizarse
en cantidades utiles después del nacimiento, de ahi la sensibilidad de los nifios recién
nacidos y lactantes a ciertos medicamentos. Las enzimas de algunos tejidos como las
@i,%ré))sémicas pueden sufrir inducciéon o inhibicion e influir en los ritmos metabdlicos

Los nifios frente a los adultos y ancianos manifiestan diferencias al metabolizar
farmacos. Los nifos tienen un transito intestinal mas rapido. Un mayor contenido de agua
en el cuerpo. Una superficie corporal relativamente mayor. Diferencias en la distribucion
tisular de los medicamentos, filtracion glomerular y flujo plasmatico renal relativamente
menores, proteinas plasmaticas que no ligan farmacos en forma apropiada y problemas
con la ingestion de los productos, a esto se suma la presencia de ciertos trastornos
metabdlicos hereditarios que hacen a las células mas vulnerables a los efectos adversos
(3,30).

En el presente trabajo se ha examinado in vitro la capacidad hidrolitica de los
eritrocitos frente al acido acetilsalicilico, teniendo como poblacién a nifios de dos pisos
altitudinales, 2,746 y 3,550 msnm; de la regién natural Quechua y Suni respectivamente,
todos ellos escolares aparentemente sanos. En estas altitudes, es decir entre 2,500 y
3,000 msnm viven el 11,34% de la poblacion y entre 3,500 y 4,000 msnm viven el 7,76%
de la poblacién de la republica; mas alla de 4,000 msnm el porcentaje se reduce a 1,15%.
(31) Casi toda la poblacion de la sierra se distribuye entre los 2,000 y 4,000 msnm, esto
significa que la distribucién de la poblacién en la sierra es heterogénea por razones
histdricas, intereses socio econémicos, en buena cuenta razones biogeografica gﬂ nde

. ; ! , raticansge
resaltan interrelaciones hombre — medio que se traducen en interadaptaciones (32 3551
cuanto a aspectos demograficos, en 1990, UNICEF juntamente con el INEI B
destacan sobre el desarrollo educativo de la nifiez en Ayacucho (departamento ubicado
en la sierra centro sur), que 182 500 son ni&%ssrg)enores de 12 afos y representan el
35,2% de la poblacion total del departamento RS

La edad de los dos grupos en estudio, corresponde a un segmento de la poblacién
poco estudiado, la edad esté bastante puntualizada en nuestro trabajo (9,25 + 0,247
anos), de tal manera que no existen diferencias estadisticas significativas entre ambos
grupos de los pisos altitudinales mencionados. Nuestra poblacion corresponde a la
segunda infancia o intermedia, niﬁos(gg)tes de la edad puberal, donde la velocidad de
crecimiento se mantiene constante . Desde el punto de vista del desarrollo se
producen en esta edad cambios muy importantes en la motilidad firz%;/ adquisicion de
conocimientos que posibilitan una integracién a una educacion formal .

Ahora bien, siguiendo las observaciones, el grupo poblacional de 3,550 msnm
presentan menos peso y menos talla frente al grupo de 2,746 msnm, posiblemente
debida a una nutricion inadecuada fruto de la pobreza de estas zonas altitudinales,
desgarradas hasta hoy por la violencia que se arrastra desde los afos 1980 y 1990.
UNICEF en 1990, relatando el estado mundial de la infancia menciona que la pobr(%ﬁ,
desnutricion infantil y la mala salud, envuelven a este segmento de la poblacion .
Aunque ambos grupos estudiados en general, segun tablas, no muestran desnutricion.
Comparativamente los nifios de la ciudad, a 2,746 msnm presentan inclusive ligero
sobrepeso.

42
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El indice de masa corporal de la poblacién estudiada de ambos pisos altitudinales no
muestra diferencias significativas, no obstante el desagregado muestra distintos
porcen@'é%s de hiponutridos en ambos pisos. Teniendo como referencia las cifras de
Beers .

Los niveles de hemoglobina corregidos fueron ligeramente mas altos para el grupo
de 2,746 msnm; en cambio el grupo de 3,350 msnm presentd un hematocrito ligeramente
mas alto, diferencias que se notan esta(zgsiscamente. Pero en términos generales se
ajustan a lo reportado por varios autores ; que sefiala como valores normales para
nifos de 6 — 10 afos niveles de hemoglobina de 12,0 g%, niveles de hematocrito
superiores a 37’50/%6\5 para las proteinas plasmaticas niveles comprendidos entre 6 — 8
g%. En otras citas * "/, se sefala para varones de 18 a 20 afios el valor de hematocrito a
nivel del mar como 43.33+1,61 y para gran altitud, es decir 4,360 msnm el valor de
53,42+4,03, parametro bioquimico que siempre se eleva con la altura. Las referencias
bibliograficas precisan que la altura influye en los niveles de hemoglobina, asi para
personas de la localidad de Morococha a 4,500 msnm, es decir en la region natural puna,
estos niveles se encue?ﬁrﬂn en 16,0 + 1,10 g%, para Arequipa que esta a 2,300 msnm
reportan 154 +1,4 g% , aunque seguidamente reportan para nifios de 10 — 12 afios
valores de 11,5 a 14,8 g%; y en un estudio piloto sefalan como media 11,075 g% para el
método Drabkin Coleman y 11,12 g% para(aar)\gre capilar; sin evidencia suficiente para
sefalar diferencias entre estas dos pruebas .

La gran mayoria de la poblacién, 75,5 y 81,8%, para 2,746 y 3,550 msnm pertenecen
al grupo sanguineo “O”.

Por otro lado, los aspectos cinéticos estudiados para la hidrdlisis del acido
acetilsalicilico por actividad esterasica _%ritrocitaria, rindiq una media para la constante de
velocidad de reaccion, k, de 6,13 x 10 10,000@5 in ~ sin mayor diferencia estadistica
entre ambos gry:?os aItitudinaI_es. Otros autores , reportan valores promedios para “k”
de 14,28 x 10 ~ + 3,65 min = muy cercanos al nuestro, cuando estudia la actividad
esterasica eritrocitaria en funcion de Io?1 6(3rupos sanguineos en personas adultas.
Asimismo; en la literatura se encuentra un valor “k” para la hidrdlisis del acido
acg&ilsali(_:%lico en el hombre de 14,7 + 4.6 x 10~ en plasma, y en sangre total 30,9 £ 51 x
10 ~ min ~ comparativamente nuestro trabajo esta a un nivel 5 veces menor al sefialado,
tal vez debido al tipo de técnica empleada con mayor sensibilidad. Aplicando el método
de Trinder para una mezcla d_e suero, se encuentra una cinétic_asde p_s1eudo - primer O{gsn
y valores par&“k” de 9,7 x 10 " min ~ para varones y 8,71x10 ~ min ' para mujeres )
Otro reporte _6), pre_senta en forma desagregada para el §2exo rr_l?sculino un valor de “k”,
de 2,985 x 10 ™ min. ' y para el sexo femenino 1.861x10 = min . Cuando se estudia la
cinética de la hidrdlisis solvolitica del acido acetilsalicilico, es decir estrictamente en agua
y buffer fosfato 0,1 M entre 30 y 420 minutos a una concentracion de 200 mg de ASA 3
pH 7,4 y 37° se encuentra una constante “k” para la velocidad de reaccién(gl_?) 9,9 x 10
min , pero légicamente esta reaccion no esta catalizada enzimaticamente .

El tiempo de vida media para la hidrdlisis del acido acetilsalicilico in vitro por
actividad esterasica eritrocitaria para la poblacion estudiada, fue de 117,26 + 5142 min
no encontrandose diferencia estadistica significativa entre los dos pisos altitudinales, para
una (p<0.05). Para 2,746 msnm el tiempo de vida media va desde los 90 a 150 min. y
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para 3,550 msnm el tiempo de vida media se extiende desde 79,15 min hasta 170,5 min,
como se observa en la distribuciéon de frecuencias. Otros investigadores, trabajando(ézg)n
adultos de ambos sexos, encontraron un tiempo de vida media de 50,62+13,37 min .
Aun mas, se sefiala un tiempo de vida media de 27,37 min para varones y 44,46 min.
para mu{ggss trabajando con una dilucién de eritrocitos hemolizados al 31,25% y a 2,750
msnm . Estudiando la literatura interna?iﬁ{sal sobre la hidrdlisis del acido
acetilsalicilico en sangre humana y plasma , in vitro, a niveles terapéuticos
significativos por un método espectrofluorométrico precisan que la reaccién es de
pseudoprimer orden, trabajando a 37°C para una concentracién inicial de acido
acetilsalicilico de 13 ug/mL reportandose un tiempo de vida media de 32,02(4:104 1 min. en
sangre y en plasma 659+1,98. Los datos para el tiempo de vida media de e&t?)s
autores extranjeros estan muy cercanos a lo reportado para los trabajos en suero ,
donde la (\gg? media fue de 71,2 min. para varones y 79,6 min. para mujeres. En otros
trabajos , cuando reportan la persistencia de la aspirina en sangre humana se
inclinan a pensar que la concentracion de los eritrocitos modulan el parametro tiempo de
vida media, mencionando que par%g? aumento del hematocrito de 20 a 45%, el t12
disminuye desde 78 a 32 minutos . lgualmente si los glébulos rojos se lavan y se
mantienen a una concentracion de 40% y aumenta la albumina de 0 a 3,3 y 6,6 g%, el t,

se incrementa a 18 a 24 y 33 minutos respectivamente, ?,\lsé)sarecer la albumina secuestra
al ASA e impide la degradacién enzimatica eritrocitaria . Después del lavado de los
glébulos rojos y haciendo pruebas con el inhibidor diisopropil fluorofosfato observan que
no se afecta mayormente el t, ,sefialando un t,, de 23 minutos para sangre completa con
un hematocrito del 42% y parza células rojas évadas, un t,, de 20 minutos . En un
estudio de la hidrdlisis del ASA _c§)n una dilucién de suero yzsangre 33 veces mayor y a
una concentracion de 2,4 x 10 M_Zde_ﬁb\SA (433 ug/mL), reportan una constante de
velocidad _rBed_i? a 25°C de 4,74 118 h  yun t1/2 de 14 horas y para sangre una “k” de
11,7x 10" h "y t,, 59 horas . Ademas, $9 sefala que a 37 °C la velocidad de
reaccién es cerca déf doble del ensayo a 25 °C ( ). En el trabajo de hidrdlisis solvolitica
para el acido acetilsalicilico en buffer de fosfatos a pH 7,4 y 37°? encontré una cinética
de orden cero y se reporté un tiempo de vida media de 16,2 h ; coincidentemente en
otra investigacidon extranjera se sefiala un tiempo de vida media de 17 h para la hidrdlisis
espontanea del écid?1 8)cetilsalicilico a pH 7,4 en un medio Krebs-Ringer tamponado con
bicarbonato a 37°C , estos tiempos de vida media, un tanto extensos, se deben a la
hidrdlisis espontanea del acido acetilsalicilico. Colateralmente, debemos precisar que el
estudio de la velocidad de degradacién del acido acetilsalicilico en(gwci()n del pH da un

perfil del subtipo ABCQE‘&Sn un maximo de estabilidad a pH 2 , coincidiendo con
otras investigaciones (39, , lo que avala la bondad del método de TRINDER en estos
casos.

En cuanto a la constante de velocidad de reaccion y el tiempo de vida media para la
reaccion catalizada enzimaticamente por el lisado de eritrocitos de nuestro trabajo,
debemos indicar que confrontado con los datos de otros autores estan un tanto cercanos,
lo que nos da confianza en las cifras que presentamos.

La actividad enzimatica, AE, reportada en umol de ASA consumidos/mg de eritrocitos
lisados/minuto, cuando se tomaron los datos a los 25 minutos de reaccion fueron
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1,177x10'4io,036 y 1,O4x10'410,05 para 2,746 y 3,550 msnm respectivamente
mostrando diferencia estadistica altamente significativa. Esta diferencia no es de extrafar
por cuanto emanan de un solo tiempo de muestreo y no del total de los cuatro tiempos
considerados para observar la cinética de la hidrdlisis del acido acetilsalicilico, los valores
de la constante de velocidad de reaccién, k, y tiempo de vida media, t o son en suma
mucho mas representativos del estudio de la actividad esterasica eritrocilaria.

Ahora bien, tal como se observa en la literatura; el c?ﬂ%%rgsjo eritrocitario posee
una(s) esterasa(s) que desdobla(n) el acido acetilsalicilico "7/, en efecto nosotros
hemos estudiado la cinética enzimatica de la hidrdlisis de este sustrato y vemos que
responde a una clasica cinética michaeliana (Grafico N° 04). Precisamos que el valor de
Vméx fue de 23 mg% de ASA (0,00127 M) consumidos en 25 minutos, empleando en el
tubo reactor 0,5 mL de lisados de eritrocitos, en otras palabras 0,662 umoI/L/min/mE;1 %e
tejido. Asi como una Km de 29 mg% de ASA (0.0016 M 6 1,6 mM). En la literatura ,
se reportan para la enzima purificada un valor de Vm,éx de 4,0 £ 0.9 umol/L/min/mg, lo
encontrado por nosotros esta cuatro veces por debajo de este valor considerando las
condiciones de nuestros ensayos que corresponden a un lisado crudo(ﬁig) eritrocitos y
donde probablemente se encuentren algunos inhibidores. Estos autores , prueban la
inhibicion de la enzima con DTNB reportando un valor de 1,5 umol/L/min/mg, un poco
mas del doble &%? nuestras cifras. Asimismo, sefalan la cifra de 66.6 + 3.5 uM paﬁﬁl
parametro Km . Continuando con la revision literaria tenemos otra investigacion ,
donde se reporta para la esterasa | y Il un Km de 1.33 + 0.14 y 8.85 + 0.6 mM
respectivamente y para la Vméx valores de 53.91 + 8.64 y 80.40 £ 9.38 nMoles de acido
salicilico formado por miligramos de proteina y por minuto. El valor Km de nuestro trabajo
se acerca al valor Km de la esterasa | de este reporte.

Por otro lado, el tipo de cinética u orden de reaccion de la hidrdlisis del acido
acetilsalicilico que sigue esta reaccion catalizada bajo la accion de las esterasas de los
eritrocitos es de pseudo primer orden (Grafico N° 17), para un tiempo de 0 a 55 minutos,
con una concentracion inicial de 71,42 mg% de ASA y demas condiciones sefaladas en
la metodologia, es decir, buffer fosfato salino de pH 7,4, 0.1 M, 37 °C.

Entendemos que, las correlaciones mas importantes que hemos encontrado se
refieren al estudio del hematocrito contra el tiempo de vida media para ambos pisos
altitudinales. Llama la atencion, la correla(éién a 3,550 msnm, que presenta un valor de
-0,421 y el coeficiente de determinacion, R™ es 0,177, lo que no? indica sélo un 17,7% de
asociacion entre variables. En la literatura internacional 3 , Se encuentra una
correlacion parecida pero con un valor r = -0,96 (p<0,001), fuertemente negativa entre el
tiempo de vida media del acido acetilsalicilico y el hematocrito, por el tamafio de muestra
y el tipo de metodologia analitica. Pero en términos generales, esta correlacion resulta
l6gica, por cuanto la(s) enzima(s) esta asociada a los globulos rojos, en otras palabras al
paquete globular.

De la presente investigacion, podemos adelantar que no existe diferencia estadistica
significativa cuando se compara la actividad esterasica eritrocitaria en nifios de los dos
pisos altitudinales, considerando los parametros cinéticos, constante de velocidad de
reaccion, k y el tiempo de vida media para la hidrdlisis del acido acetilsalicilico; pese a
que la altura conlleva a modificaciones fisioldgicas, que podrian influir como en algunos

"Programa Cybertesis PERU - Derechos son del Autor" 45



Actividad esterasica eritrocitaria frente al acido acetilsalicilico en ninos de dos pisos altitudinales
de la provincia de huamanga a 2,746 y 3,550 msnm. Ayacucho

- . . (6) .
casos en pérdida de la respuesta clinica en grandes altitudes "/, ya que por ejemplo, a
3,600 msnm la presion de oxigeno, PO,,, del aire seco es de 102 torr frente a 159 torr del
nivel del mar, manifestandose la hipoxia, acumulo de fluidos en las membranas de los
alvéolos, incremento del flujo sanguineo al cerebro, disminucion de los niveles de didxido
de carbono por el incremento de la ventilacion, lo que eleva los valores del pH sanguineo,
forzando a los rifiones a eliminar bicarbonato, a lo que se suma fallas en la bomba de
sodio con pérdidas de cantidades excesivas de potasio, afectando el balance electrolitico

(6).
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los objetivos planteados, para la cinética de la hidrdlisis del acido
acetilsalicilico por actividad esterasica eritrocitaria frente al acido acetilsalicilico en nifios
de dos pisos altitudinales de la provincia de Huamanga a 2,746 y 3,550 msnm, arribamos
a las siguientes conclusiones:

1.El tipo de cinética para esta hidrdlisis catalizada corresponde a una de pseudo
primer orden, rastreandose la reaccién en un tiempo comprendido entre 0 y 55 minutos,
empleando el método de Trinder, _% pH 74 vy 37°_(,‘[ en buffer fosfato salino 0,1 M,
encontrandose un valor de 6,16 x 10 ~ £ 0,00043 min ~ para la constante de velocidad de
reaccion, k, para poblacion total y un tiempo de vida media, t, ., de 117,26 £ 5,142 min.
para la poblacion total; no existiendo diferencias estadisticas significativas (p<0,05) para

ambos parametros en los dos pisos altitudinales estudiados.

2. La media de la actividad enzimétigi reportada en umol de ASA consumidos/mg de
eritrocitos lisados/min fue de 1,129 x 10 ~ * 0,0035, manifestando diferencia estadistica
significativa (p<0,05). La cinética enzimatica de la hidrélisis_?s de tipo mich_qeliana, siendo
el valorde Kmde 1,6 mMy la Vméx fue de 0,662 umol x L ~ xmin ~ x mg

3.La correlacion mas importante se observd entre el tiempo de vida media y los
niveles de hematocrito para ambos pisos altitudinales (p<0,05), siendo para la poblacién
de 3,550 msnm -0,421 y -0,286 para 2,746 msnm, lo que ratifica la presencia de la(s)
esterasa(s) en el paquete globular.
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ANEXO N° 01

FICHA DE DATOS PERSONALES
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lisados/min.)

ANEXO N° 02

Datos de la poblacién de nifos a 2,746 msnm. Ayacucho — Peru
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n | Edad Sexo |talla peso Hemoglobina Grupo Hematocrito | Proteinas | Absorbancia
Ajustada Sanguineo Plasmaticas | Tiempo (minutos)l
10 25 4
1 19 2 122 (27,5 [13,26 3 45 7 0,123 (0,212 |C
2 9 2 136 32,0 [12,66 3 43 7,6 0,106 0,200 O
3 |8 2 130 32,0 13,06 2 44 7,2 0,111 10,213 |0
4 |8 2 133 32,5 12,16 2 41 6,5 0,114 0,189 O
5 |8 2 137 33,0 13,06 3 44 6,3 0,095 0,188 O
6 |8 2 133 29,0 13,26 3 44 8 0,107 10,212 O
7 19 1 135 32,5 (12,96 3 42 71 0,125 0,204 O
8 |9 2 130 30,0 |14,36 3 48 6,6 0,128 10,203 O
9 |8 2 126 29,5 |13,56 3 45 79 0,130 |0,214 O
10 |9 1 123 28,0 |14,56 3 45 6,5 0,098 0,206 O
1 |9 1 142 30,0 [13,36 1 45 6,4 0,120 0,218 O
12 |9 1 135 (39,0 13,06 3 42 7,2 0,128 (0,224 |C
13 |9 1 130 (28,0 [13,46 3 43 7 0,149 10,205 O
14 |9 1 123 26,0 [14,86 3 46 6,5 0,147 10,207 O
15 |9 1 131 31,0 [13,76 3 43 7,8 0,124 (0,218 |C
16 |9 1 130 (30,5 13,76 3 45 7,5 0,152 0,201 O
17 |10 2 135 350 [13,26 3 43 7,2 0,150 0,215 O
18 |9 1 135 39,0 12,36 4 42 7 0,127 (0,198 |C
19 |10 1 128 (29,5 13,96 3 44 7,7 0,130 |0,204 O
20 |9 2 125 34,0 (12,16 1 42 7 0,114 (0,190 |C
21 |10 2 135 26,0 [13,36 1 46 7,2 0,105 0,150 O
22 110 1 125 (23,0 [11,76 3 41 6,8 0,102 0,149 O
23 |9 2 135 |38,0 13,66 3 44 8,6 0,110 0,175 |0
24 110 2 134 (27,5 [12,46 3 41 6,9 0,092 [0,170 O
25 110 1 129 38,0 14,16 3 42 71 0,121 0,164 O
26 |10 2 130 (32,5 12,26 3 41 7,2 0,109 0,160 O
27 |10 1 135 |350 [12,66 1 42 7.5 0,107 (0,171 |C
28 |9 1 137 350 [13,46 3 43 7,5 0,112 0,170 O
29 |10 2 130 30,0 13,46 3 45 7,5 0,105 0,177 O
30 |10 1 125 29,0 (12,26 1 40 71 0,118 (0,177 |C
31 110 2 140 |31,0 [14,16 3 44 7,5 0,110 0,180 O
32 |10 1 126 30,0 13,56 1 44 7 0,123 0,184 O
33 |10 1 132 34,0 [13,06 3 43 7,6 0,179 10,194 O
34 |10 2 132 33,5 [14,16 3 42 7,2 0,108 0,170 O
35 |8 1 120 (34,0 [12,36 3 40 6,4 0,127 10,168 |0
36 |10 1 134 31,5 [14,26 3 44 7,1 0,145 /0,203 O
37 |9 2 123 255 [12,76 3 42 7,2 0,129 (0,167 |C
38 |8 2 124 22,0 [13,76 3 42 6,7 0,118 0,175 O
39 |8 2 122 20,0 [12,06 3 37 6,5 0,124 0,170 O
40 |8 2 120 21,5 [12,16 3 41 7,6 0,133 |0,190 O

"Programa Cybertesis PERU - Derechos son del Autor" 55



Actividad esterasica eritrocitaria frente al acido acetilsalicilico en ninos de dos pisos altitudinales
de la provincia de huamanga a 2,746 y 3,550 msnm. Ayacucho

ANEXO N° 03
Datos de la poblacién de niilos a 3,550 msnm. Ayacucho - Peru
n Edad Sexo Talla| Peso | Hemoglobin: Grupo Hematocritc Proteinas Absorbancia
Ajustada Sanguineo Tiempo (minutos) !
10 25 40 55
1 |8 2 106,018,000 | 14,36 3,000 46,00 6,90 0,0900,218/0,289 | 0,3
2 |9 2 117,0 120,000 (12,36 2,000 46,00 7,10 0,065(0,125/0,184 | 0,2
3 11 1 137,0 129,000 (12,76 3,000 50,00 7,70 0,066 0,177 0,22 |0,2
4 |9 2 124,024,000 | 12,66 3,000 46,00 7,60 0,098 0,152/0,212|0,2
5 |11 2 132,027,000 | 12,76 3,000 50,00 7,80 0,10 |0,166|0,237 |0,2
6 |11 1 134,033,000 13,16 3,000 48,00 7,30 0,110(0,152/0,243 | 0,3
7 |10 1 143,034,000 12,16 3,000 45,00 7,30 0,082(0,162 /0,226 | 0,2
8 |11 2 132,032,000 | 13,46 3,000 47,00 7,40 0,105|0,163 /0,247 | 0,2
9 |9 1 131,028,000 | 13,46 3,000 47,00 8,00 0,1180,167 /0,233 |0,2
10 |11 2 130,028,000 | 13,06 3,000 48,00 7,80 0,095 0,166 | 0,266 | 0,2
1119 2 119,020,000 | 14,26 1,000 46,00 7,20 0,10 |0,162/0,224 |0,2
1219 2 117,0 | 24,000 (10,56 3,000 40,00 5,60 0,124 0,164 |0,22 |0,2
13/10 |2 123,029,000 (12,26 3,000 45,00 7,10 0,15 |0,184 0,207 |0,2
14 11 2 130,038,000 | 11,96 3,000 46,00 7,20 0,126 0,173 /0,235 |0,3
1519 1 119,022,000 (11,66 2,000 45,00 7,40 0,133(0,18 0,23 |0,3
1610 (2 124,028,000 (11,16 3,000 43,00 7,50 0,134 /0,155/0,198 | 0,2
17 111 2 133,037,000 | 12,16 3,000 46,00 8,90 0,114 /0,181 /0,244 | 0,3
18 |8 1 116,025,000 | 10,76 3,000 44,00 7,30 0,134 (0,184 /0,251 |0,3
197 1 114,020,000 (10,46 3,000 41,00 8,10 0,117/0,2 10,211|0,3
208 1 112,022,000 10,86 1,000 42,00 6,40 0,132(0,143/0,193 | 0,2
218 1 114,023,000 | 10,26 3,000 40,00 6,80 0,088(0,143/0,19 |0,2
228 2 109,0 /21,000{10,96 3,000 42,00 4,70 0,109|0,172/0,215|0,2
Datos de la poblacién de nifios a 3,550 msnm. Ayacucho — Peru
Sexo: 1= Masculino; 2 = Femenino
Grupo sanguineo: 1=A;2=B;3=AB;4=0
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