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I.- INTRODUCCION

El aumento cada vez mayor en el uso de anticoagulantes deriva-
dos de la coumarina v de estos esdecialmente la Warfarina, en la lucha
diaria contra la danina influencia de los redores que tanto dafio causan a
comerciantes, amas de casa y agricultores ha creado serias dificulta--
des en dicho sector humano, pues si bien los productos elaborados a ba-
se de este compuesto se han preparado para ser usados con un maximo -
de seguridad, la ignorancia o el descuido en el manejo y aplicacion de -

los mismos puede ser de fatales consecuencias.

El riesgo en el uso de rodenticidas a base de Warfarina es consi-
derable para los animales domésticos, especialmente perros, gatos y -
cerdos debido a que estos productos son muy apreciados como alimentos
por dichos animales, ademas; cuando tienen gran libertad de movimien-
tos pueden facilmente llegar a comerlos y en algunas ocasiones pueden -

comer ratas o ratones que han muerto por ingestidon del rodenticida.

También es frecuente que las formulaciones preparadas en forma




de polvo se mezclen pordescuido o por accidente con los alimentos de es-
tos animales, en una ocasion la formulacidon a base de Warfarina se mo-

1id junto con el alimento para cerdos, muriendo 56 de un total de 120.

Se han dado casos se suicidio con Warfarina y en una ocasion se
produjo contaminacidon de harina de trigo que al ser utilizada en la elabo
racion del pan familiar did por resultado que 14 personas cayeran enfer

mas y dos de &llas perdieran la vida.

Asi pues el trabajo que presento a la digna consideracidon de uste
des, estd encaminado a proporcionar un mayor conocimiento de la ac-
cion y efectos patoldgicos de la Warfarina asf como su estimacion cuanti
tativa en productos técnicos, formulados y productos bioldgicos en caso

de sospecha de intoxicacidon o muerte por ingestidon de dicho ~odenticida.

Esta sunbstancia estd en contacto con el ser humano diariamente
y la expone a graves intoxicaciones, razodn por la que es necesario ha -
cer del conocimiento piiblico sus propiedades tdxicas con el fin de que se
proteja. Por ello es que el sefor Licenciado Don Pedro Ojeda Paullada,
Procurador General de la Repliblica permitid que el presente trabajo
se realizara en los laboratorios de la oficina de Peritos de la Procuradu-

ria General de la Repiblica.




II. - HISTORIA

En las praderas de North Dakota (Estados Unidos) y en las de Al-
berta (Canada) el ganado se vid afligido por una afeccidon muy frecuen
te que se agudizd especialmente en el invierno de los afnos de 1921 'y -

1922.

Este padecimiento se observd generalmente en los animales jove
nes los cuales presentaban tumefacciones subcutaneas que a menudo - -

eran denominadas como " Pierna Negra"'.

Cuando se hacia la autopsia de estos animales, se descubrian he
morragias internas mas o menos extensas en los tejidos y entonces se

diagnosticaba la enfermedad como "Septicemia Hemorragica" .

En la misma zona solia suceder que animales aparentemente sa -
nos se desangraban hasta morir, después de operaciones como castra-

cion o aserrado de los cuernos.

Los primeros investigadores que estudiaron estos padecimientos



fueron Schofield de 1922 a 1924, Roderick de 1921 a 1931, Rodericky -

Shalk en 1931.

Shofield encontrd que los animales que comian trébol dulce de las
variedades Melilotus oficinales y Melilotus alba, en forma de heno o en
silado que se habfa contaminado con mohos, adquirirfan el padecimiento
que se caracterizaba por la disminucidn progresiva del poder de coagula
cién de la sangre después de 50 a 60 dias de ingerir el heno de trébol dul

ce enmohecido.

El pensd que probablemente los hongos producirian alguna subs-
tancia capaz de reducir la actividad coagulante de la sangre. La presen
cia de los hongos sobre el trébol dulce fué pues por consiguiente consi-

derada como sefial de peligro a partir de entonces.

En 1931, Roderick llegd a la conclusidon de que la reduccidn de la

* actividad coagulante de la sangre se debfa a la presencia de alguna o al-

gunas substancias que se formaban en el trébol dulce echado a perder du
rante el almacenaje y que esta substancia originaba una reduccidn en la
concentracidn de protrombina en la sangre. Esta conclusion fue confir -

mada por Quick en el ano de 1937.

Schofield y Roderick encontraron que si el padecimiento no esta -
ba muv avanzado, los animales podian salvarse si se les practicaba una

transfusidon de sangre de animales sanos.

En 1933, Karl Paul Link v sus colaboradores iniciaron las inves
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tigaciones tendientes a encontrar la substancia que causaba el hasta en-
tonces desconocido y llamado '"Padecimiento del Trébol Dulce™ enla -

Universidad de Wisconsin.

La investigacidn fué intensa y exaustiva y se siguid hasta el afio
de 1941 cuando Campbell y Link lograron aislar la substancia anticoagu
lante del trébol dulce y cuando Stahmann, Huebner y Link la identifica-

ron y la sintetizaron.

Esta substancia es la 4 - hidroxi - coumarina

J%/o\\

y la substancia que se forma por la accidn de los hongos en el trébol dul

ce almacenado, es un derivado de la 4 - hidroxi - coumarina: el 3.3 me
tilenbis 4 - hidroxicoumarina, hoy conocido como Dicumarol y cuya -

formula es la siguiente:

En 1948, O'connor parece ser el primero que trata de hacer un
rodenticida a base de un anticoagulante, encontrando que una dosis rela-
tivamente grande de Dicumarol no tenia efecto tdxico sobre las ratas Al

binas, perc que cuando se daban pequenas dosis diarias: 2mg/kg. de pe




so, el animal morfa en un promedio de 14 dias después de la primera do
sis. Por lo tanto la dosis letal era de 28 mg. /Kg. de Dicumarol. Si se
daba a las ratas la misma dosis distribuida en 3 dosis sucesivas, la ca-
pacidad de coagulacidon se reducia pero los animales lograban sobrevivir.
En consecuencia, la dosis letal tenfa un gran efecto cuando se daba en -

pequefias dosis diarias o si se administra en una sola dosis.

[La Warfarina, uno de los derivados de la 4 - hidroxicoumarina,
substituidos en la posicidon 3 fué sintetizada en la Universidad de Wiscon

sin en el afio de 1944 por lkawa, Stahmann y Link.

Este compuesto que en la experimentacion se denomind " Com -
puesto 42" demostrd tener una toxicidad mucho mayor para la rata blag
ca que la del Dicumarol. La dosis letal media para ratas de campo y ra
tas grises se obtuvo con 5 dosis diarias de Img/Kg. o con una sola dosis
de 5.0a 6.0 mg./Kg. de peso con lo cual se volvid y alin es el princi--

pal producto utilizado en el campo de los rodenticidas.

Este producto fue patentado en 1947 con el nombre de "Warfari-

na'". La patente fue hecha por la Wisconsin Alumini Research Fundation

(W.A.R. F.)de ahf el nombre de "Warfarina" .




IIT. - CARACTERISTICAS FISICAS Y QUIMICAS

DE LA WARFARINA.

[La Warfarina: 3 - (alfa acetonilbenzil) 4 - hidroxicoumarina es -

un acido débil con la siguiente formula desarrollada:

ot
oH GHj

CH
l\
o\\o\@

Formula empirica CIQ Hl() O4

PESO Molecular 308. 22

Nombre quimico 3 - (Alfa acetonilbenzil) 4 - hidroxicou-
marina.

Sinbnimos: El nombre comiin aprobado por la 1. S. O.
es Warfarina.
En Francia se conoce como Coumafene.
En la Unidn Soviética y en las Islas Neer

landesas como Zoocoumarina.




Otros nombres son Marevan, Coumadi
na y Warf 42.

Sintesis: Se prepara por condensacibn de la 4 -
hidroxicoumarina con benzalecetona en
condiciones acidas o basicas por una -

CHy reaccion de Michael: CHg

c o C:O
<y

SSE LN b e

La forma racémica d, 1, es sblida, cristalina, incolora, inodo-
ra e insipida. :
Su punto de fusidn es de 159 - 161 °C.
Es practicamente insoluble en agua, benceno, tetraclorurode -
Carbono y eter de petroleo:

1.7 mg. /100 ml. de agua a 20 °C

4.0 mg. /100 ml. de agua a 40 °C

.2 mg. /100 ml. de agua a 70 °C

~

0.3 mg. /100 ml. de benceno a 20 °C
0.015 mg. /100 ml. de tetracloruro de carbono.

0.00125 mg. /100 ml. de eter de petrdleo.

Es facilmente soluble en acetona y en dioxano:
6.5 mg. /100 ml. de acetona a 20 °C.

10. 0 mg. /100 ml. de Dioxano
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Su forma endlica es acida y forma sales con los metales:

M3 i
¢=o Lo
CH, CHy  oNg

| OH
ch CH__
| + Na ,
O// ) O// o

[La sal de sodio formada es soluble en agua, pero insoluble en so_l

ventes organicos.

La forma cetdnica da la oxima correspondiente de punto de fusidn

181 - 183 °C:
CHj

¢='N- OH

Con la 2, 4 dinitrofenil hidrazina da la 2, 4 dinitrofenilhidrazona

de punto de fusidn 205 - 210 e

N02




IV. - FORMULACIONES Y USO DE LA WARFARINA .

A) RODENTICIDAS.

La Warfarina se vende bajo varias marcas como concentrados -
cuando contiene 0. 59, de principio activo, en forma de polvos o en for -

ma de soluciones acuosas de sus sales de sodio.

[Los cebos se preparan mezclando el concentrado con una base -
adecuada generalmente en proporcidon de 1: 19 con lo cual su concentra -
cidn viene a ser de 0. 0259, como preservativo se adiciona un 0.3 a 0.5,

de para nitro fenol.

A menudo el concentrado se prepara en granulados que se espar -
cen o extienden en los lugares frecuentados por las ratas, estos prepara
dos se adhieren a las patas y la cola de las ratas y son ingeridos cuando

se lamen para limpiarse.

En almacenes y establos donde las ratas tienen acceso ilimitado

a la comida pero no al agua, la Warfarina se proporciona en forma de so

12



lucidn acuosa.

b) MEDICAMENTOS.

Para uso en el tratamiento de padecimiento de las coronarias, -
embolia pulmonar y en la prevencidn de coagulacion de la sangre en el

uso de valvulas artificiales en el corazon.

Tabletas 25 mg. de W. como acido libre o como sal de sodio. e

Soluciones.

13




V.- FARMACOLOGIA DE LA WARFARINA

1. - MODO DE ACCION DE LA WARFARINA.

En el organismo de los mamiferos,la Warfarina produce la mis_
ma accidn que produce la deficiencia de vitamina K: se inhibe la sinte -
sis de protrombina, el complejo de proteinas plasmaticas especialmente
importante en la coagulacion de la sangre. La protrombina actiia como

precursora de la enzima trombina que convierte el fibrégeno en fibrina.

El proceso de coagulacidon de la sangre es sumamente complica -
do y existen varias teorias para explicarlo, la primera y que podemos -
considerar como la "Teoria Clasica"” porque reune los conocimientos ad
quiridos al final del siglo pasado sobre la coagulacidn de la sangre es la

de Morawitz basada en la sencilla ecuacidn:
: ++ ) .
Tromboquinasa + Ca + Protrombina = Trombina.

Esta teoria estuvo vigente por muchos aiios hasta que la tremen-

da expansidn de conocimientos acerca de la coagulacidon de la sangre la

14




hizo inadecuada, pero sus principios basicos siguen siendo una gufa dtil

hasta nuestros dfas.

Seegers en estudios sobre la coagulacidon de la sangre con facto-
res de coagulacidn de la sangre son la trombina y la autotrombina C y
que todos los demas factores excepto el Factor VIII o Cofactor I de las -
plaquetas y el Factor Vo AC Globulina son derivados de la protrom-

bina.

Mc Farlane, Davie y Rattnof proponen la Teorfa de la Cascada -
en la que postulan que la coagulacidn principia con la actividad Vdel Fac-
tor XII o Factor Hagerman por un efecto de superficie de contacto, ha -
ciendo que éste, cambie a una enzima que activa al siguiente Factor XI -
al estado enzimatico activo que a su vez activa al siguiente y asf sucesi-
vamente. En consecuencia, cadafactor se vuelveactivador hasta que se -

llega al paso final que es la conversion de Protrombina a trombina.

En resimen, podemos decir que los aspectos fundamentales del
proceso son los siguientes: la Tromboplastina, activador de la coagula -
cidn que algunos autores consideran idéntica a la cefalina, se forma por
la destruccidn de las plaquetas al entrar en contacto con una superficie

que la sangre humedece o con los tejidos danados.

Esta substancia induce la conversidondela Protrombina que se en
cuentra en la sangre a Trombina, la cual tiene ciertas propiedades enzi

maticas; en esta conversion intervienen los iones calcio.

15




La trombina actlia luego sobre la proteina plasmatica soluble -
que es el Fibrindgeno convirtiéndolo en Fibrina, proteina fibrilar insolu

ble.

El coagulo es pues una red de fibras de fibrina en las cuales se

detienen los corpiisculos de la sangre y el resto del plasma.

Para la determinacidn de la coagulacidn de la sangre se usa a me
nudo el Método de un solo paso de Quick que se considera el mas adecua
do en el control de anticoagulantes porque es rapido, sencillo y da resul

tados reproducibles, o alguna de sus modificaciones.

De acuerdo a Quick, la velocidad de coagulacidon depende del con

tenido de protrombina en la sangre.

El denomina " Tiempo de Protrombina" al tiempo (en segundos)-

que transcurre antes de la coagulacidn de la sangre.

Puede determinarse también en relacidn al tiempo de coagulacidn

de la sangre normal como "Indice de Protrombina" .

Indice de Protrombina = (T.P.N. /T.P.E.) 100
T.P.N. =Tiempo de protrombina en sangre nor -
mal.
T.P.E. =Tiempo de protrombina en sangre de -

prueba.
Para la sangre normal el tiempo de protrombina es igual a 100.
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A mayor inhibicidn de coagulacidn de la sangre, los tiempos de -

protrombina son mayores y los indices de protrombina son menores.

En la actualidad se sabe que el tiempo de protrombina no depende
Gnicamente de el contenido de protrombina en la sangre sino que también
interviene la actividad o contenido de Fibrindgeno, del Factor V o Proa
celerina y del Factor VII o Proconvertina y se han ideado métodos que
determinan la actividad de estos factores solos o en conjunto, como son

los métodos de Ware, Koller, Loeliger, Owren y otros.

Sin embargo, como dijimos antes el método de Quick es el que se
usa generalmente porque es, ademas de rapido, sencillo y reproducible,
muy sensible a la disminucidon del contenido de factor VII o Proconverti-
na que es el factor que disminuye primero en la administracion de anti-

coagulantes del tipo de la coumarina.

[.os tiempos de Protrombina normales en seres humanos, de -
acuerdo al método de Quick son: de 11 a 12 segundos y de 11 a 16 segun-

dos en perros.

Debido a que la estructura quimica entre la Warfarina y la vita -
mina K es muy semejante, se ha pensado que la Warfarina actia como
antimetabolito natural de la vitamina K en el sistema enzimatico respon
sable de la sintesis de las proteinas plasméticas que integran el Comple

jo Protrombina, de manera semejante a la funcidn de antimetabolitos que

17



tienen las sulfonamidas en las bacterias, compitiendo con el dcido foli -

CO.

Seglin esta teoria el organismo es incapaz de distinguir entre las
dos substancias permitiendo que la Warfarina se una a las enzimas en -

las cuales la vitamina K deberia entrar inactivandolas de ese modo.

Es este efecto antagonista de la vitamina K lo que se utiliza en -

el combate de los roedores.

Cuando estos animales ingieren dosis suficientes de Warfarina pa
ra hacer la sangre esencialmente incoagulable, presentan hemorragias
internas y externas espontaneas acompanadas de emblanquecimiento y la

situd seguidas de la muerte aparentemente sin sufrimiento.

Las proteinas componentes del Complejo Protrombina cuya sinte-

sis se inhibe a nivel celular por accidon de la Warfarina son cuatro:

Protrombina o Factor II
Preconvertina o Factor VII
Christmas Factor o Factor IX (Autoprotrombina II)

Stuart Factor o Factor X.

Y cuyos niveles de concentracidon disminuyen de acuerdo a sus -

tiempos biologicos de vida media.

Borchgrevink, Egeler, Pool y colaboradores determinaron el tiem
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po de vida media, del Factor II (Protrombina) después de bloquear su st
tesis en sujetos normales como 56. 9 horas, Hjort y asociados determina
ron un tiempo de vida media de 60 horas. Posteriormente Borchgrevink

y colaboradores reportaron un tiempo de vida media de 48 a 60 horas pa

ra el Factor 1I (Protrombina) en experimentos de transfusion.

Helleman, Vorlat y Verstraete reportan 41.0 horas de tiempo de

vida con una velocidad de recuperacion de 1.69%, por hora en perros.

Para el Factor VII (Proconvertina) que es el factor que disminu-
ye primero y en forma espectacular en la administracion de dosis Gnicas
de anticoagulantes de tipo Coumarinico. (O'Reilly encontrd que su activi
dad en el plasma de un individuo normal al que se le administrd una do-
sis Ginica de 30 mg. /Kg. de peso corporal bajo del 100%, a solamente el

7%, 51 horas después de la administracion de la droga).

Helleman y colaboradores determinaron un tiempo de vida media
de 6.2 horas y una velocidad de recuperacion de 11.14% por hora en ex-

perimentos con perros.

Loeliger y colaboradores y Hjort y sus ayudantes reportaron 4. 2
a 6.3 horas y 290 a 325 minutos como tiempos de vida media en experi-

mentos con hombres.

Hitzig y Zollinger encontraron un tiempo de vida media de 4 ho -

ras v Roos y colaboradores de 5.5 horas después de transfusion de sue-

TO a sus pacientes.
19




Para el Factor IX Loeliger y Hensen determinaron 25 a 27 horas
y Hjort y colaboradores 24 horas. Loeliger y Hansen determinaron 28 a
40 horas en experimentos de transfusidn a pacientes con deficiencias de

Factor IX.

Helleman determind un tiempo de vida media de 13.9 horas con

una velocidad de recuperacidn de 4. 119 por hora.

Para el Factor X Graham determind un tiempo de vida media de
68 horas, Duckert determind 40 a 50 horas, Van der Esch determina -
30.4 a 51 horas y Helleman reporta 16.5 horas con una velocidad de re-

cuperacion de 4. 21 % por hora.

Loeliger y colaboradores probaron la disminucidn de la activi-
dad de los 4 factores del Complejo Protrombina en pacientes con infarto
del miocardio sujetos a un largo tratamiento a base de Warfarina, encon
trando que la actividad de los Factores IX y X se deprime en cantidad li-
geramente menor que la de los Factores Il y VII y que la prolongacidn -
del tiempo de protrombina de 2 a 2 1/2 veces de lo normal parece corres
ponder a una depresidn de la actividad de los 4 factores del 1009, a sola-

mente el 20%.

La Teoria de Inhibicidn por Competencia no ha podido compro-
barse en el trabajo experimental. Para que un mecanismo se considere
de Inhibicidon Competitiva, es necesario que la respuesta a proporciones
constantes de agonista y antagonista sea constante no importa cuanto se
incrementen las dosis.
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Lowental y MacFarlane al administrar simultdneamente Warfarina y vi_
tamina K, encontraron que la Warfarina inhibe parcial o completamente
el aumento del nivel plasmatico del Factor VII de una dosis Optima de vi-
tamina K1 en ratas con deficiencia en vitamina K pero no en ratas previa

mente tratadas con el anticoagulante.

Cuando la proporcidn de vitamina K] a Warfarina se mantiene --
constante y las dosis se aumentan, al principio aumenta la inhibicidn pe

ro al seguir aumentando la dosis desaparece la inhibicién

La dosis de vitamina K| necesaria para que la inhibici(‘)ﬁ desapa_
rezca es constante para todas las proporciones probadas y del mismo or
den de magnitud que la necesaria para producir un aumento considerable
del nivel plasmatico del Factor VII en ratas tratadas previamente con el

anticoagulante ,

Estos resultados conducen a la hipdtesis de que ademés de su -
mecanismo normal de accidn, grandes cantidades de vitamina K pueden

tener otro mecanismo de accidn diferente.

Mientras la Warfarina inhibe la accidn de la vitamina Kl en el si
tio normal por un antagonismo no solo competitivo sino también por un
mecanismo no competitivo, grandes dosis de vitamina K; eliminan la in
hibicidn actuando por un mecanismo diferente o en un sitio diferente que

no es inhibido por el anticoagulante .
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Estudios posteriores sobre la accidon de la vitamina K hacen supo
ner que su papel bioldgico no es solamente dirigir o restringir la sinte-
sis de los 4 factores de coagulacidn antes mencionados sino que también
juega un papel muy importante en la produccidn de energia a nivel celu -
lar ya sea como parte de la cadena de transporte de electrones o en el -
mecanismo de la fosforilacidon oxidativa y en ese caso la Warfarina co -
mo antagonista de la vitamina K actuaria disminuyendo la sintesis de to-
das las proteinas y no solamente las del complejo protrombina asi Mar -
tius y Netz Litzow aseguran que los anticoagulantes de la coumarina de
sacoplan la fosforilacidn oxidativa en mitocondrias aisladas inhibiendo
la sintesis de proteinas; con el objeto de comprobar estas teorias judith
Graham Pool y G, F. Borchgrevink hacen un estudio comparativo de la -
accidon de Warfarina sobre el hfgado de ratas en vivo y en vitro, llegan -

do a las siguientes conclusiones:

1/o. Cuando la Warfarina se adiciona sobre rebanadas de higa -
do incubadas en solucidn reguladora de carbonato, la sin-
tesis del Factor VII (Proconvertina) se inhibe en propor -
cidn al logaritmo de su concentracion
Como la producciodn de el Factor VII es variable, se deter
mina suproduccidn en muestras de higado incubadas en au
sencia de Warfarina y el promedio se considera como ---
1009 (patrdn) los niveles encontrados en las muestras in-

cubadas en presencia de cantidades crecientes de Warfari
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na se expresaron en porciento relativo al patrdon. Al gra
ficar los resultados se obtiene una linea recta para las -

concentraciones de 1072 y 10 moles de Warfarina.

T T 1
v © )
o 4 oo o Incorporacion
. ot de Glicina
® L J

® Produccidn del
Factor VII

Concentracion de
Warfarina en mo
les

1 i 1 1 1 1

02 (073 1074 10-5 (06 0T 10

Fig. 1

2/o. La adicidn de Warfarina sobre rebanadas de higado incuba
das en solucidn reguladora de carbonato inhibe la incorpo
racidn de glicina marcada con carbdn 14 a las proteinas to
tales del higado, de manera similar a la inhibicidndel Fac
tor VII La inhibicidn fué proporcional al logaritmo de la
concentracidn de Warfarina entre 10 ~2 y 10 © moles
Fig. 1. Para esta determinacidn se usaron las muestras
de higado, utilizadas en la inhibicidn del Factor VII, esta
inhibicidn parece reforzar la teoria de que la vitamina K

juega un papel importante en la fosforilacion oxidativa y -
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3/0.

4/o0.

5/0.

que la Warfarina como antagonista de la vitamina K desa -
copla dicha reaccidn y por lo tanto ejerce un efecto gene -

ral en el abastecimiento de la energia celular.

Cuando la Warfarina se administra en vivo aparentemente
sdlo tiene una accidn principal que es la disminucidn de -
los niveles plasméiticos del ComplejoProtrombina y que si
hay desacoplamiento de la fosforilacidon oxidativa, éste es
tan pequeiio que no interfiere con el transporte o la incor-

poracidon de aminoacidos a las proteinas.

La deficiencia de vitamina K que produce una disminucion
severa de la sintesis y de la cantidad de ComplejoProtrom
bina circulante en la sangre no tiene ninglin efecto en vivo
0 en vitro sobre la incorporacidn de aminoacidos a las pro

tefnas

Que los efectos de la Warfarina sobre el higado son muy -
diferentes cuando la droga se administra en vivo o en vi -
tro y que estas diferencias se deben fundamentalmente a
las condiciones en que se encuentran los tejidos, por ejem
plo: La Warfarina administrada en vivo llega al higado d:-
suelta en el plasma normal en cambio cuando se adminis -
tra en vitro va disuelta en solucidn reguladora de carbona_

to . En vivo el Sistema Rerticulo Endotelial elimina rapida
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mente el compuesto coumarinico del torrente sanguineo,
mientras que en vitro no funciona permitiendo que el com

puesto llegue hasta las células del parénquima hepéatico.

Couri y Wosilait usando como indice el contenido de Adenin Dinu
cledtidos y la incorporacidon de ortofosfato marcado con P32 en los nl -
cledtidos hepaticos de ratas vivas, encontraron que los anticoagulantes

de tipo coumarinico no tienen efecto sobre la fosforilacidn oxidativa .

Mas tarde R. B. Hill y colaboradores trabajando con microso -
mas de ratas deficientes en vitamina K y de ratas tratadas con Warfari-
na encontraron que el consumo de oxigeno relativo a la peroxidacion es -

taba disminuido

Adlercreutz, Jurgens y Slatis proponen que las cédulas del Siste_
ma Reticulo Endotelial son las que llevan a cabo la sintesis de las protef
nas del Complejo Protrombina o que de alguna manera pueden liberar o
transportar el compuesto coumarinico a las célvulas o sitios encargados
de sintetizar el Complejo Protrombina y reprimir o inhibir su sintesis o

su liberacidn

La cuestidn de si la protrombina tenia origen hepatico o extra-he
patico fué resuelta mediante la aplicacidn de técnicas de inmunofluores -
cencia sobre varios drganos de perros, bovinos y seres humanos. Uni-

camente un pequeio porcentaje de células del parénquima hepatico reac
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cionaron con antiprotrombina fluorescente, ninglin otro tipo de células -
del higado, médula, bazo o de los nddulos linfaticos did reaccidn positi-
va a la antiprotrombina especifica, las c&lulas reticulo endoteliales co-
mo las sinusoidales océlulas de Kupffer no reaccidnaron tampoco. Es-
taba claro pues que la Protrombina o una substancia precursora existia

en los hepatocitos y que su localizacidn en ellos indicaba el sitio proba -
ble de sintesis, o bien su lugar de almacenamiento Para comprobarlo

se hizo fraccionamiento celular y reaccidn inmunofluorescente. La pro
trombina o su compuesto precursor se evidenciaron Gnicamente en el _
microsoma y en la fraccidn soluble [os microsomas de perrds defi --

cientes en protrombina reaccionaron muy pobremente o no dieron reac-

cion.

Después de corregir la deficiencia de protrombina con la admi -
nistracion de vitamina K se obtuvieron fracciones microsomales que de
inmediato reaccionaron con el reactivo marcado. Esto lleva a pensar -
que el sitio probable de sintesis de las proteinas del complejo trombina
sean los microsomas y que la proteina soluble sea protrombina almace -

nada.

Cuando los niveles plasmaticos de la protrombina estan dentro
de limites normales sblo el 10 - 209, de hepatocitos de bovino y el 26 -
309, de hepatocitos humanos producen y almacenan protrombina pero -

hasta un 8¢9 de ellos son capaces de producirla ante un estfmulo adecua
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do por ejemplo la administracion de vitamina K.

La administracion de Warfarina en dosis de 6 mg. /Kg. de peso-
corporal por via intravenosa durante 2 dias produjo una deficiencia de -

Protrombina.

Al hacer la reaccidon de inmunofluorescencia la reaccidon de los -
hepatocitos disminuyd considerablemente y no se lievd a cabo, aparente_
mente toda la Protrombina sintetizada antes de la inhibicidn por la War-
farina se habfia liberado a la circulacion. Este dato da alguna informa -
cidn sobre la accidn de la Warfarina en la inhibicidn de 1a protrombina:
[La Warfarina no interfiere con la liberacidon de Protrombina de los hepa
tocitos ya que de ser asf se producirfa una gran acumulacidon de Protrom
bina en los hepatocitos y su respuesta a la fluorescencia serfa muy gran

de en comparacidon con un estado normal.

La Warfarina pues debe actuar en algiin estadfo anterior al aco-

plamiento del grupo antigénico determinante de la Protrombina.

Ademas de la disminucidn de Protrombina la Warfarina produce
una desorganizacidon del reticulo endoplasmatico de los hepatocitos y una
disminucidn de los ribosomas. La administracidon rapida de vitamina -
K, restaura la organizacidn del reticulo endoplasmatico y se aamentan

los ribosomas libres o combinados.

En la década de los €0 se descubrid que ciertos antibidticos inter
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fieren en la sintesis de protrombina. Por ejemplo la Puromicina cuya -
interferencia se efectlia a nivel del complejo ribosomal s-RNA impidien_
do la completacion de la cadena polipeptidica. Los factores de coagula -
cidn sintetizados en las células del parénquima hepatico tienen una velo-
cidad de recuperacidn relativamente rapida, lo cual hace pensar que los
agentes que interfieren la sintesis de proteinas pueden disminuir répidg_
mente los niveles plasmaticos de los factores circulantes. Si la Puro-

micina interfiere en la sintesis de proteinas a nivel del complejo riboso
ma s-RNA, es de esperarse que esta droga interfiera la sintesis de los
factores de coagulacidon dando por resultado la prolongacidn del tiempo

de protrombina.

James Polson y W. Wosilait experimentaron el efecto de Puromi-
cina en ratas albinas concluyendo que aunque la Warfarina y la Puromici
na prolongan el tiempo de protrombina no podian aseverar que el sitio -

de accidn de las dos drogas fuera el mismo.

Si la Puromicina actia impidiendo la sintesis de las proteinas en
el higado a nivel ribosomatico su experimento indica que los ribosomas
son susceptibles a la accidn de las drogas en la sintesis de los factores
de coagulacidn y por consiguiente bien pueden ser los sitios de accidn -
del anticoagulante, o su sitio de accidn puede estar en un paso subse --
cuente, por ejemplo podria inhibir la adicidn de la porcidn no protéica a

la nueva protefna formada .
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El tiempo de vida media dd factor VII Proconvertina determinado
después de la inyeccidn de Warfarina y de Puromicina es tan semejante -
que puede sugerirse que el sitio de accidn de las 2 drogas queda relativa
mente cerca enla secuencia de reacciones que integran la sintesis de los

factores de coagulacion.

Aunque los resultados del experimento no prueban inequivocamen
te que la Warfarina actiie a nivel ribosomatico parece que su sitio de ac

cidn no esta lejos de ellos.

D. V. Shah y colaboradores informan que la Puromicina inhibe el

efecto de la vitamina K en ratas con deficiencia de vitamina K

Robert Olson demostrd que la Actinomicina D inhibe la produc --
cidn de los factores de coagulacidon inducida por la vitamina K en pollitos
deficientes de &sta. En dosis que inhiben la sintesis de los factores de
coagulacidn, laActinomicina también inhibe la sintesis hepatica del aci-

do ribonucleico RNA formado a partir de adenosintrifosfato ATP.

El efecto de la Actinomicina al bloquear la accidn de la vitamina
K concuerda con su habilidad comprobada de bloquear la sintesis del --

RNA dependiente del DNA.

Si se supone que las drogas de la coumarina antagonizan el efec-
to de la vitamina K, parece posible que el sitio de ese antagonismo pu -

diera ser el mismo.
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Usando el modelo de Jacob y Monod, Olson postula que en ausen -
cia de vitamina K, un gene regulador reprime la actividad del gene ope-
rador que controla a los genes estrucutrales responsables de la produc-

cidn de los cuatro factores de coagulacion dependientes de la vitamina K

Este modelo propone que en la porcidn de los cromosomas que -
contienen el DNA codificado para la sintesis especifica de una proteina
dada, hay un grupo de Genes Estructurales adyacentes, que estdn bajo
el control de una Sene Operador situado junto a una de las cifras de di-
cha codificacion. Este operador permite o previene la transcripcidn en

zimatica de la informacidn genética al RNA mensajero.

La porcidn de acido desoxiribonucléico que actia como Gene-Ope
rador esta a su vez bajo el control de un Gene Represor que parece ser
una proteina que se sintetiza a través de su propio RNA mensajero des -

de otro DNA codificado aue puede estar o no en el mismo cromosoma.

Pequenas moléculas como sustratos, hormonas, etc., pueden -
combinarse con la proteina represora induciendo una transicién alosté-
rica que modifica la afinidad del represor hacia su respectivo sitio de -

accidn sobre el gene operador especifico. Fig. 2.
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Gene Gene Genes Fstructurales
Regulador Operador [T VII IX X

2X00QC DO OOOOOOOOOC DNA

i AR

N AV VAR Ve Ve RNA

Represor

FII FVII FIX FX
' Vitamina K

Proteinas Especificas

De acuerdo con la teoria de Olson, la vitamina K inactiva la
molécula del represor, permitiendo que el Operador inicie la transcrip -
cion al acido ribonucleico mensajero por los Genes Estructurales dando

asi origen a la formacidn de los cuatro factores de coagulacidon. Fig. 2.

Gene Gene Genes Estructurales
Regulador Operador
20O

M—’Represor 1} IT VII IX X

DNA Codificado

Vitamina K
Anticoagulante
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En base a lo anterior, la Warfarina debe interferir con la accidn
de la vitamina K sobre la substancia represora dejandola ejercer su ac-
cidn sobre el gene Operador con lo cual el sistema no produce las protel

nas especificas. Fig. 3.

De acuerdo a lo anterior Olson postula que la vitamina K actia -
induciendo la siniesis de protrombina por un mecanismo genético al mo_
dificar las propiedades de la proteina represora y que si los anticoagu-
lantes del tibo comarinico antagonizan la accidn de la vitamina K, es po_
sible que su sitio de accidn sea el mismo: El Gene represor que regula
la expresion de informacidn genética para la produccidon de los factores
de coagulacidon. Como es bien sabido por varios estudios que la interac
cidn entre vitamina K y los anticoagulantes de la coumarina no se ajusta
al tipo de inhibicidn competitiva o no competitiva, parece probabie que
la molécula de represor tenga miltiples sitios alostéricos para combi -

narse con las drogas anticoagulantes o procoagulantes.

Estas observaciones no pudieron ser confirmadas por Johnson y
colaboradores que usaron sistemas diferentes para la determinacidn de
los tiempos de Protrombina, tiempo de administracion de los antikidti -

cos y forma y modo de administracion de la vitamina.

] D Sutiie trabajando con Actinomicina D, Puromicina y Acido
Orotico marcado con Carbdn 14 sobre ratas de la raza Holtzman deficien

tes en vitamina K y en higado aislado y perfundido demostrd que la trans
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cripcion del DNA no era necesaria ya que el higado aislado respondid la
administracidn de vitamina K produciendo y liberando Factor VII en el -
liquido de perfusidon. Esta respuesta no se inhibid con Actinomicina pe

ro si con Puromicina.

Los resultados de este estudio sugieren que el sitio de accion de
la vitamina K y por lo tanto de sus antagonistas en la produccion de los
factores de coagulacidn estad situado mas alla o después de la formacidn
del acido ribonucléico mensajero especifico (mMRNA). Este sitio o este
paso puede ser o puede estar probablemente entre la formacidn del pép-
tido naciente, en la separacién del péptido del ribosoma, en la unién de
la porcidn carbohidrato o en el transporte de la glicoproteina completa

fuera de la célula.

Anne Gaarder y Hans Prydz v W. H. Seegers postulan que los 4
factores del complejo Protrombina son glicoproteinas que se sintetizan
en el higado y que posiblemente su sintesis sea diferente a la de otras -
glicoproteinas plasmaticas. La posibilidad mas aceptada es que estos
factores se sinteticen en las mitocondrias ya que la sintesis de protei--
nas (o sea la incorporacidn de aminoacidos) se lleva a cabo en dichos
organelos. La localizacidn del Factor VII se hizo mediante una técnica

de centrifugacion fraccionada en homogenado de células hepaticas.

LLos Factores VII y X fueron aparentemente localizados en la frac
cidn microsomatica como era de esperarse tratandose de proteinas plas

maricas.
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Nada o muy poco de los Factores VII y X se encontrd en las mito-

condrias, lisosomas y microcuerpos.

Tampoco se obtuvo evidencia de la localizacidn de proceso biosin
tético en las mitocondrias con el experimento, aunque no se puede ex --

cluir la posiblidad de que lo haya.

La fraccidon microsomal es heterogénea y sus enzymas se distri
buyen en diferentes subfracciones. Para localizar el Factor VII en las -
subfracciones se centrifugd a rravés de gradiente de sucrosa, la frac --
ccidn microsomal pesada que sedimentd a 18 000 x g, usdndose enzimas

microsomales marcadas y microscopia electronica para identificarlo.
Se centrifugd a 63000 x g y a 26000 x g.

La maxima actividad del Factor VII se encontrd en la parte supe -
rior o fraccidn 2, las mitocondrias, lisosomas y microcuerpos se loca -

lizaron en la parte baja del gradiente.

LLas preparaciones para la microfotograffa electrénica se fijaron
con tetraoxido de osmio, se deshidrataron con acetona y se embebieron

en Vestopal.

En la fraccidn 2 se obtuvieron 2 capas, la del fondo de color ca-
fé rojizo formada por ribosomas libres vy la superior blanco grisasea -

formada por pequenas vesiculas suaves homogéneas.
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No se observaron membranas rugosas ni otras particulas.

El Factor VII y las membranas suaves de la fraccidon 2 se sedi-

mentaron en el fondo del tubo cuando se agregaron 10 mM de MgClZ.

Este experimento demuestra que el Factor VII y las enzimas mi-
crosomaticas se localizan en particulas con diferentes grado de sedimen

tacion.

Puesto que el Factor VII debe salir al plasma y las enzimas son -
protefnas intracelulares esta separacidn sugiere una localizacion dife -
rente de estas protefnas en el reticulo endoplasmatico. La distribucidn
de albimina como una proteina tipica de " Exportacidn' se investigd por
difusidn en gelosa con suero antialbimina especifico. Todas las fraccio
nes dieron lfneas de precipitacidn con el anticuerpo especifico con excep
cidn de las dos subracciones microsomales, por 10 que se supone que el
Factor VII de las membranas suaves no se inclufa en el transporte de -
las proteinas de "Exportaciéon' en el momento en que se extirpd el higa-

do.

E1 Factor VII purificado contiene carbohidratos v es posible que
a ello se deba la localizacidn diferente de la albumina. Estudios sobre
la liberacidon del Factor VII de la 2/a fraccidon microsomal indican que -
estas particulas estan involucradas en un paso final de la biosintesis del
Factor VIIo que son un lugar de almacenamiento temporal del cual pue-

de liberarse el Factor VII probablemente por un mecanismo enzimatico.
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Debe ser pues la fraccidn microsomal correspondiente a las --
membranas suaves el lugar de un paso final en la terminacion de la pro
tefna especifica del factor VII y también su sitio de almacenamiento, co

mo precursor del Factor VII plasmatico.

Los estudios inmunoldgicos sobre el Factor VII indican que es -
una Glicoproteina y suponiendo que su biosintesis no es fundamentalmen
te diferente de las de otras glicoproteinas y que si la Cicloheximida, Pu
romicina y Actinomicina D tienen esencialmente el mismo efecto sobre
la sintesis del polipéptidoy ladel dcido ribonucléico mensajero como la
tienen sobre la sintesis de proteinas y 4cido ribonucléico en general se

puede proponer un esquema tentativo para la biosintetis del Factor VII.
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Transcripcidn Translacidon Finalizacidon Finalizacidn
Paso 1 Paso I1

Almacenamiento

ActinomicinaD Ciclohexi- Warfarina
mida
DNA mRNA POLIPEP FACTOR P
TIDO ~ COMPLETO || L
A
S
e M
7’ A
Nicleos Reticulo Reticulo Reticulo
Endoplas Endoplas Endoplasmatico
matico - matico - Suave
Rugoso Rugoso
y/o Suave
Pared Ce
lular. ~

Esquema I

La finalizacidn en el paso I puede representar la adicion de car-
bohidratos a la cadena polipetidica. El paso Il es 1a reaccidn que se 1le
va a cabo en las fracciones microsomiricas suaves, puede ser la unidn
de carbohidratos, el establecimiento de puentes disulfuro o aspectos re

lacionados con la estructura secundaria o terciaria de la proteina.
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La Cicloheximiday la Puromicina inhiben de inmediato la sinte-
sis de las proteinas en general en un 95% en cinco minutos y el 97% en
35 a 40 minutos, en cambio la reduccidn del Factor VII por la Warfarina
no se efectia sino hasta los 90 - 120 minutos, tal periodo de latencia indi
ca que el punto de accidn de la Warfarina estd mas alld del sitio de ac --

cion de los inhibidores de las proteinas.

Los estudios inmunoldgicos hechos con suero especifico para el
Factor X han puesto en evidencia la existencia de una molécula que da -
reaccidon cruzada con el suero anti X (Precursor del Factor X sin activi-
dad coagulante) en la sangre de pacientes accidentalmente sobredosifica_
dos con anticoagulante. De manera semejante se ha encontrado un pre--

cursor inactivo para el Factor II.

LLos requerimientos minimos para que estos compuestos sean -
considerados como precursores es que sean cadenas completas o casi -
completas de polipéptidos. Estos datos concuerdan con los resultados ob
tenidos en el estudio del Factor VII, indicando que la Warfarina actlia des
pués que la sintesis de la cadena polipeptidica se ha completado. Por -
otro lado, la finalizacion Gltima y el transporte del Factor VII fuera de la
célula estan mas alla del paso de inhibicidon de la Warfarina por lo que es
de suponer que el punto de accidon de la droga esta en el acoplamiento del
grupo carbohidratado en la cadena polipeptidica. H.]. Kniereim y A.B.

Chandler informan que la administracidon de Warfarina aumenta el tiempo
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de agregacidn de las plaquetas en un 309 de lo normal.

Ademas de su efecto anticoagulante la Warfarina como todas las
drogas del tipo comarinico tiene acciones farmacologicas que no estan re

lacionadas con la coagulacidn de la sangre como son:

Depresidn del msculo cardiaco.

Depresion de la contractibilidad de la musculatura lisa.
Vasodilatacion.

Uricosuria.

Accidn antibacteriana.

Sin embargo en experimentos que O' Reilly y colaboradores lleva -
rona cabopara comparar los efectos bioldgicos y la farmacodinamiade la -
Warfarina en 6 sujetos normales cuyas edades fluctuabanentre 32y 63anos -
seobservdque laadministracidonde dosis superioresa 800 mg. /Kg. no -
producen efectos laterales, solo ocasionalmente se produjeron vértigos y
dolor de cabeza ligero una hora después de la administracion de la dro -

ga. Estos efectos tienen corta duracidon una hora mis o menos.
2. - FARMACODINAMIA DiE LA WARFARINA.

Aunque la Warfarina ha renido amplio uso en el tratamiento de -
los desdrdenes tromboélicos, hasta el afio de 1955 no existian informes -
de su disposiciodn fisioldgica en el hombre, probablemente por la falta de

un método adecuado de identificacidn y evaluacidon en fluidos bioldgicos.
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En 1953 Yuyama, Goto y Umezu, describen un método colorim&
trico para la estimacion de Warfarina en ratas, pero aparentemente este

método no se aplicd a productos bioldgicos humanos.

Weiner, Brodie y Burns, en 1955 propusieron que el tiempo de -
vida media de la Warfarina en el hombre era de 90 horas pero no inclu-
yeron en su informe datos suficientes para respaldar su aseveracidon ni -

el método de prueba que usaron.

No fue sino hasta los afios de 1960 a 1962 en que Wanthorpy -
O'Reilly desarrollaron un método colorimétrico y un método espectrofo-
tométrico respectivamente para la determinacidon de Warfarina en fluidos
bioldgicos cuando empieza la investigacion de la farmacodinamia de la -

Warfarina en el hombre.

O'Reilly, Paul M. Aggeler y Lois Leong investigaron la farma_
codinamia de la Warfarina en 2 grupos de sujetos normales a los que ad-

ministraron la droga por via oral e intravenosa.

En el nrimer grupo, 14 voluntarios cuyas edades fluctuaban en-

tre 27 a 63, afos se observaron los siguientes resultados:

a) Respuesta a una dosis estandar de 1.5 mg. /Kg. de peso cor

poral.

[La maxima concentracidon de Warfarina en plasma se obtiene en

2 a 12 horas.
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TABLA I. CONCENTRACION DE WARFARINA EN
SUJETOS NORMAILES DESPUES DE UNA
SOLA DOSIS.

u d e O
. S .
j a X i Concentracion de Warfarina
d O s
] 1 14 2 3 6 9 12 24 36 48 72 26 120 yt
mg - mg/l. plasma
N1 s0 M 100 00 19 33 6.6 9.1 10.8 8.6 5.6 4.0 2.7 0s 0.0 00 20
N2 o3 M 00 00 8.4 9.7 9.8 1.0 8.3 7.7 6.3 41 30 14 40
N3 40 M 20 120 13.2 14.4 9.6 8.2 i8 58 43 3.0 38
N4 46 F 60 1L 19 98 11.0 8.5 5.4 45 33 23 a4
N-5 43 M 5 8.6 8.6 7.0 5.7 4.7 33 2.3 i
N-6 36 F g 13.4 12.4 12.7 8.8 6.1 35 1.8 1.5 1.0 0.0 15
N7 41 M 35 176 173 150 150 124 7.9 7.9 5.1 36 24 20 30
N8 27 F 75 127 12.7 12.9 1.4 9.1 8.2 5.9 3.6 1.7 L1 5
N9 28 M 05 00 1.0 4.6 80 115 104 110 8.6 8.0 6.0 44 36 28 50
N-11 3 M 23 1.4 15.4 17.5 14.0 9.0 8.9 6.6 4.2 36 26 52
N-12 32 M 3 0.6 28 138 150 10.5 9.1 6.6 49 24 19 30
N-13 63 M3 3.6 120 120 102 6.4 6.9 45 3.2 2.4 13 52
N-14 36 ¥ 75 0.0 2.7 1.6 1.6 1.3 0.7 6.5 5.2 36 2.4 0.9 00 3
N-15 27 F 85 6.6 e 1.7 12.2 8.1 6.8 53 3.0 20 o
1n.2 123 12.2 10.8 30 6.9 5.3 37 2.4 s 2
SD +£38 +23 +£20 21 =12 19 =17 =14 =12 = L1 =121
s s 34 19 16 19 15 28 31 38 50 i3 28
Coeficiente de
de varia- -
cién en
T 1/2 - Tiempo de vida media de la Warfarina en el plasma.

Dosis . - 1.5 mg. /Kg.

Durante la fase de eliminacidn la concentracidn disminuye expo-
nencialmente alcanzando valores de 0.0 a 3.0 mg. /L a las 120 horas.

El tiempo de vida media es de 15 a 58 horas con una media de 42 horas.

La actividad del comple jo protrombina se reduce significativa
mente a las 24 horas alcanzando los maximos de reduccidn entre 36 y 72

horas Tabla 1
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TABLA 1.- RESPUESTAS DEL QOMPLE]JO DE PROTROM
BINA EN SUJETOS NORMALES DESPUES DE
UNA DOSIS

Actividad del Complejo Protrombina

Suj. Horas 24 36 48 72 96 120 144
9 de normal
N-1 44 27 28 31 60 65 1
N-2 46 22 19 20 42 49 54
N-3 30 24 13 09 09 11 12
N-4 43 25 18 17 23 29 4]
N-5 34 20 16 17 18 25
N-6 36 33 28 52 80 90 100
N-7 35 20 12 16 23 36 48
N-R 33 22 16 1R 32 30 45
N-9 39 22 17 17 22 25 33
N-11 37 14 11 14 25 33
N-12 25 15 11
N-13 41 23 16 14 22 35
N-14 32 22 2] 28 38 46 65
N-15 43 15 13 2] 28 39
37 23 1R 20 32 36 46
6.0 f45 I5.3 fis 207 H19.9 16
16 19 29 57 64 o5 47

Dosis: 1.5 mg/Kg.
Existe un alto grado de correlacidon entre la concentracidon del -
plasma a las 48, 72 y 96 horas y el tiempo de vida media de desaparicion
de la Warfarina, asi como entre la concentracidon en plasma v el grado de

disminucidn de la actividad del complejo protrombina.
b) Absorcidon

La duracidn de la absorcidn gastrointestinal determinada por el
tiempo en que comienza la desaparicidn exponencial de la droga, fue de
6 a 24 aoras despud de la administracidn de una sola dosis de Warfarina.
La cantidad de absorcidon gastrointestinal se midid por la concentracion

de Warfarina en el contenido intestinal después de la administracion oral



o intravenosa. No se encontrd Warfarina en el contenido intestinal ni -
alin después de administrar 6 mg. /Kg. de peso, por lo cual se considera

que es completa.

El volumen de distribucidn aparente expresado como porcentaje
de peso corporal estd entre los limites de 9.8 a 15. 8 con una media de

12. 8. EIl espacio de la Warfarina es el mismo que el de la albumina.
c) Excresidn

No se determind Warfarina inalterada en el contenido intestinal
ni en la orina pero en cambio se determinaron grandes cantidades de un
metabolito en la orina. EI tiempo necesario para que se excretara el -

50% de el metabolito fue de 19 a 49 horas.
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TABLA IIL- EXCRESION DE METABOLITOS EN LA ORINA EN 5 SUJETOS NORMALES
S DT. n/p AD. TIEMPO EN HORAS
mg  malke 0o 6 14 24 36 a8 72 9% 120 144
N-| 100 15 Oral 0.0 7.4 7.2 12 0.4 00 0.0
0.0 7.4 146 158 16,2 16,2 16.2
0 46 90 98 100 100 100
L5 Iv: 0.0 15.0 5.4 1.8 Ls 05 0.0
0.0 15.0 204 222 23,7 242 242
0 62 84 92 98 100 100
N-2 100 IS Oral 0.0 6.2 14.0 9.0 5.0 2.0
0.0 6.2 20,2 29.2 342 362
0 17 56 81 94 100
15 Iv, 0.0 1.6 23 2.7 9.9 6.0 5.4 3.1 13
0.0 16 39 66 6.5  22.5 27,9 3.0 323
0 s 12 20 51 70 86 96 100
N-3 120 1.5 Oral 0.0 4.3 9.1 5.1 3, L8 07
0.0 43 13.4  18.5 2.5 2.3 240
0 18 56 77 90 o7 100
N-4 60 L5 Oral 0.0 1.6 2.3 2.7 1.3 0.3
0.0 1.6 3.9 6.6 7.9 8. 2
0 17 48 81 96 100
N-1 200 3.0  Oral 0.0 31 124 106 1.4 3.8 2.9 Ls L0
0.0 31 155 261 37.5  41.3 442 457 46,/
0o 7 33 56 80 88 95 98 100
N-13 600 8.0 v, 0.0 9 s 48 32 3 30 4
0.0 9 100 148 180 223 253 257
0 19 39 58 70 87 98 100
S = Sujeto

DT = Dosis Total

D/P= Dosis por Peso Corporal

AD= Administracién

Tiempo de
excresicn
50 7

26

19

46

47

44

49

22

31



En el segundo grupo: 6 voluntarios de edades entre 32 vy 63 afos

se hicieron las siguientes observaciones:
a) Respuesta del complejo protrombina.

LLa respuesta empieza a ser notable a las 12 horas después de la
administracidn de la droga, llegando al maximo en 36 a 96 horas y regre

sar a los limites normales en 4 a 14 dias: Fig. 4.

'8 Actividad de Pro-

47/1///////”//////”r///m////1 R~ . trombina en %

C 24 48 7z 95 120 '14 158 1

- Tiempo en horas

La concentracidon de la Warfarina en el plasma se empieza a ele
var media hora después de la administracidon alcanzando los maximos ni-
velesen 3 a9 t)(;ras, seguido de un periodo de equilibrio que dura varias
horas durante las cuales el nivel plasmatico disminuye méas rapidamente
que en un proceso de primer orden. Después de 18 horas la eliminacidn

fué exponencial. Fig. 5.
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Concentracion de War
farina en mg/lt. de -
plasma.

- Tiempo en horas

b) Absorcidn

La velocidad de absorcidn gastrointestinal se calculd de la velo-
cidad de aparicidon de la droga en el plasma. La velocidad medible em -
pieza media hora después de la administracidn alcanzando su maximo

en 2 horas y luego declina rdpidamente hasta llegar a cero en 8 horas -

Fig. 6.
v8
<0
Concentracion de
Warfarina en - 320 %
mg/lt.  de plas
ma. 24
16
8
o 2 4 6 ] 70

- Tiempo en horas
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Al dar 3 dosis diferentes de Warfarina a un mismo individuo:
50, 100y 200 mg. las dosis mayores produjeron una velocidad de absor
cidn mayor y mas ripida en tanto que la dosis menor alcanzd el maximo
con lentitud. La duracidn de la absorcidon fué la misma para las tres do-
sis, pero la configuracion de cada curva fué diferente. EIl area corres -
pondiente a cada curva es directamente proporcional al tamano de la do-
sis. Fig. 7.

120

Warfarina Dosis oral
100

o——o0 200 mg
809 x—=x 100 mg
O0——0 50 my

60+

c) Excresidn.

En pruebas repetidas a individuos normales que tomaron dosis
de Warfarina de 800 mg. se encontrd menos del 1% de Warfarina inalte -

rada en la orina. En el contenido intestinal no se encontrd Warfa-ina.

En la orina se encontrd un metabolito que representd casi el -
309 de la dosis administrada. La excresion del metabolito sigue un es-

quema invariable para diferentes dosis de Warfarina: La velocidad es -



muy lenta inicialmente, alcanzando su mdximo en 12 a 60 horas. Casi el

90% del metabolito se excreta en 9 horas y el 999 en 144 horas.
d) Unidn de la Warfarina a proteinas plasmaticas.

En muesiras de plasma de pacientes que ingirieron dosis de War
farina se determind por ultracentrifugacion que el 979 de la Warfarina -
estd unida a la albumina. La unidn de la Warfarina a la albumina proba -
blemente afecte la duracidn y la intensidad de accidon de la droga prote -
giendo al organismo contra su efecto farmacoldgico total, por inactiva -
cidn temporal en un reservorio circulante que estd en equilibrio con la -
forma activa libre de la droga, impidiendo asi su acceso a los sitios de

accidon de metabolismo v excresion.

La Unidn a la albumina es bastante fuerte y por eso se explica
que no entre a los gldbulos rojos a al fluido cerebroespinal que no aparez
ca en la orina y que su volumen de distribucidn sea idéntico al espacio co

rrespondiente a la albumina.

Sin embargo, esta unidn puede modificarse por la presencia de
otra substancia con una capacidad de unidn superior modificando las pro_
piedades farmacoldgicas de la droga. Por ejemplo la actividad anticoagu
lante de la Warfarina se incrementa notablemente en vivo cuando se admi

nistra con fenilbutazona y este incremento puede atribuirse a un aumen -

to en la concentracion de Warfarina libre en los sitios de accidn de la -
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misma.

Nagashima y Levy trabajando con ratas, perros callejeros y mo
nos rhesus en un sstudio comparativo de la farmacocinética de la Warfari

na encontraron:

a) Después de la inyeccidn intravenosa de 2 dosis de Warfarina

en rata.

1. - La concentracion de Warfarina en plasma disminuye ex
ponencialmente y s6lo hay un aumento ligero en el volu
men aparente de distribucidn cuando se aumenta la do-

sis. Fig. 8.

Concentracion de
Wartfarina en plas
ma m.c.g./G.m.

- Tiempo en horas

El tiempo de vida media de la Warfarina parece disminuir lige -
ramente con el incremento de la dosis, pero los datos son insuficientes
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para establecer con certeza esta dependencia.

TABLA 1V
Animal Peso Fecha de Dosis T 1/2 V.d.
No. Kg. Dosis mg/Kg, horas ml. /Kg.
6 0.39 6/14 12.5 9.8 130
0. 43 6/21 4.0 11.0 115
7 0.37 6/14 4.0 9.7 110
0. 36 6/21 12.5 9.0 120

b) En perros.

1. - La concentracidn en plasma declina exponencialmente con -

un tiempo de vida media de 2! horas. Fig. 9.
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Concentracién de War-
farina en Plasma, =

mcg/ml.
Tiempo en horas
2. - No hay un cambio pronunciado en el tiempo de vida media
ni en el volumen aparente de distribucidn al aumentar la -
dosis:
TABLA V
Animal Peso Fecha de Dosis T1/2 Vd
No. en Kg. dosifica- en h ml/Kg.
cion. mg/Kg.
6 19 11/21 10 24 1400
10.3 12/12 2 22 140
74 8.4 11/21 2 21 155
8.1 12/12 10 22 175

La droga se administrd iniravenosamente.
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C). - En Mono Rhesus.

1. - La eliminacidn de Warfarina de plasma de mono Rhesus es
dependiente de la dosis aunque la concentracidn disminuya

exponencialmente: Fig. 10.

Concentracion de
Warfarina en -
mcg./ml.

Tiempo en horas

2. - EIl tiempo de vida media aumenta con el incremento en la
dosis.
Se observa un marcado aumento en el Volumen de distribg
cidn aparente cuando se aumenta la dosis aunque bien pue-
de ser un artefacto debido a una disminucidn inicial en la
velocidad constante de eliminacidn por la administracidn

en grandes dosis.
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TABLA VI

Fecha de Dosis Tih. \%

dosifica- en .
Animal No. Peso Kg. cidn mg/Kg. ml/Kg.

1 5.0 12/28 1 7.2 125

5.0 1/ 4 4 9.5 105

S 2 1 /17 10 14.0 205

2 6.4 2/ 7 10 9.2 215

8.6 4 /25 1 7.9 160

3 6.1 11/28 10 20.0 140

6.1 12/12 2 13.6 .84

El resultado de los estudios de la farmacocinética de Warfarina
en ratas, perros, mono rhesus y el hombre se sintetizan en la tabla si-

guiente:




TABLA VII
No. de Animales Dosis en T H. \Y
mg/Kg. mq/Kg.

RATAS.

2 4 10. 4 113

2 12.5 0.4 125
PERROS.

2 2.0 22.0 148

2 10 23 158
MONOS RHESUS

2 1.0 7: 6 143

3 2.0 11.3 113

4 10.0 14.4 174
HOMBRE

2 1.5 29.0 122

2 3.0 37.0 129

30 1.5 43 +10 ---

Pyorala y Nevanlina reportan un tiempo de vida media de 6 ho --

ras en ratas para la Warfarina.

Ikeda y colaboradores informan un tiempo de vida media de 9 ho

ras en ratas.

Hunningake y Azarnoff informan un tiempo de vida media de 29

horas en perros.




De estos estudios podemos concluir que las ratas y los monos -

eliminan mas ripidamente que el hombre y el perro la Warfarina.

La cantidad de Warfarina eliminada por el mono depende de la -
dosis administrada. En la eliminacidon de la Warfarina en el hombre no
no observa esa dependencia, probablemente por la gran potencia de la -
Warfarina y consecuentemente su dosis mas baja. Aunque de hecho se -
gln los trabajos de O'Reilly y colaboradores sugieren, el tiempo de vida
media de la Warfarina en el hombre aumenta con el incremento de la dg

sis.

3.- RELACION ENTRE LA ESTRUCTURA QUIMICA
Y LOS EFECTOS FARMACODINAMICOS DE LA

WARFARINA.

Que la Warfarina como todos los anticoagulantes de la 4 - hi --
droxicoumarina actuen competitivamente como inhibidores de la vitami -

na K parece probable si comnaramos sus formulas estructurales:

o
Il
R
\\o CHS
4
3-alkil 4 - hidroxicoumarina 2 metil -1 4naftaquinona o

Menadiona (Vitamina K)



La vitamina K1 natural difiere de la menadiona en que tiene un

grupo phitilo en la posicidn 3 y en que es liposoluble.

Smith, Fradkiny Lakey en 1946 y Smith en 1947 encontraron -
que ciertos derivados de la 3-hidroxi-1,4 naftoquinona que en la posicidon

2 tenfan radicales con 6 © mas dtomos de carbono actuan como anticoagu

lantes. En su formula estructural estos derivados concuerdan mas con -

la menadiona que con los anticoagulantes de la coumarina:

OH
o o
OH I MR
X
Ci o
5 (o]
3hidroxi - 1,'4 na ftoquinona Menadiona 4 -hidroxicoumari

na.

Knoblock, Kahac y Macha en el afio de 1952, demostraron espec
trogrifica y potenciométricamente que en solucidn hay un equilibrio tau -

to-mérico entre la 4 - hidroxicoumarina y el 2 - hidroxicromano:

o}

(o] oH
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A pH de 7 - 8 el equilibrio se desplaza fuertemente hacia la de-
recha y los iones cromano totalmente disociados son los que causan el

efecto de inhibic1dn de la coagulacidn.

En el afio de 1943, Stahmann, Walf y Link demostraron que las
propiedades anticoagulantes no estaban ligadas a un compuesto simétrico
como la 3, 3metilenbis 4-hidroxicoumarina (Dicumarol) sino que las mis
mas propiedades se obtienen si la 4-hidroxicoumarina esta unida a gru-
pos adecuados en el atomo 3 que a mayor fuerza de unidn de los grupos -
alkilo en la posicidn 3, mayor es el etecto anticoagulante y que los gru -

pos arilo producen mayor efecto que los grupos alkilo.

Si se pierde el oxigeno heterociclico en la 4 - coumarina, se ob

tiene el compuesto denominado Indano 1 - 3 diona, Indanediona o Indan -

diona.
OH o
IR R &
A T
o]
Derivados de la Derivados de la Derivados de la 3 hi --
4 -hidroxicoumarina Indanediona droxi, 1-4naftoquinona.

Kabat, Stolhmann y Smith en el ano de 1944 y Jurgens en el afo
de 1953, demostraron que varios derivados de la Indandiona son anticoa -

gulantes efectivos. Estos derivados estaa relacionados a los compuestos
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coumarinicos desde el punto de vista quimico y farmacodindmico por lo

cual se les considera como anticoagulantes coumarinicos.

En el afio de 1948, Mentzer propuso que las propiedades anticoa

ulantes de un compuesto quimico se debian a la presencia del grupo:
g

que esta presente en los derivados de la 4 - hidroxicoumarina, indandio-

na y de la 3 - hidroxi, 1-4 naftoquinona:

y 0
T O R
OH
0 0
0

Derivado de la Derivados de Derivados de la 3hidroxi,

4 -hidroxicoumarina la indandiona 1 -4naftoquinona.

‘

Esta aseveracidon se confirma con la 2 fenil, 2 metil indandiona

que no tiene accidn anticoagulante:
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La presencia del grupo metilo impide la tuatomerizacidn ceto-

enol.

Sin embargo, esta teoria se contradice por el hecho de que la -

2,2 metilen bis indanediona 3 que posee <l grupo - C=C - C -

[

OiR O

no tie

ne propiedades anticoagulantes:

Y en cambio la 2 sulfanilamidoquinolina que carece de ese gru-

po si tiene propiedades anticoagulantes:

O

Los derivados de naftaquinona con el grupo - C = C - C

bi kb

pero con diferente radical en la posicién 2, tienen diferentes propiedades

de acuerdo a la naturaleza del radical, algunos tienen efectos de vitami--

na K, otros son anticoagulantes y algunos otros no tienen ninguna de estas

propiedades.



Parece ser que la solubilidad en lipoides si es un requisito nece
sario para que un compuesto ejerza su accidn anticoagulante. Y es evi-
dente que no es necesario que exista inicamente un determinado grupo -
atbmico sino que debe existir una cierta configuracidn estructural tanto

como determinadas condiciones de solubilidad.

4. - METABOLISMO Y METABOLITOS DE

LA WARFARINA.

Después de la introduccidon de la Warfarina como rodenticida y
a pesar de que ha sido el anticoagulante oral usado con més frecuencia -
en el tratamiento de pacientes con padecimientos tromboélicos, la infor-

macidn correspondiente a su metabolismo es insuticiente.

Los primeros estudios sobre el metabolismo de la Warfarina se
habfan restringido a analisis de los datos obtenidos sobre los niveles plas

maticos de la droga inalterada en la sangre.

El primer informe concerniente al metabolismo de la Warfarina
aparece en 1962 cuando O'Reilly en base a sus datos de absorcidn ultra -
violeta sugiere que la Warfarina puede ser excretada en la orina humana
como un derivado hidroxilado. Karl P. Link, David Ber y W. M. Barker
en 1965 fueron los primeros investigadores que estudiaron el metabolis -
mo de la Warfarina, en vivo, inyectando ratas intraperitonealmente, con
soluciones de Warfarina sbdica marcada en el carbdn cuatro con isdtopo

radiactivo cl4.
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Sus estudios demostraron que:

E1 909 de la radioactividad total se excreta en 14 dias. El 109
restante se excreta lentamente en un perfodo de 90 dias. Mds delamitad,

aproximadamente 2/3 se excreta en la orina y el resto en las heces.

En el CO2 expirado no hay presencia de carbdon marcado. La
Warfarina marcada o sus metabolitos se acumulan en el rifidn, higadoy
pancreas en estos drganos se determina 3, 12, 15 veces (respectivamen-
te) la concentracidn de la radioactividad encontrada en la sangre 96 ho-

ras después de la administracidon de la Warfarina marcada.

En el extracto etereo de la orina existen 3 compuestos cuyos -
porcentajes son: 15.4

35.0
9.5 de la radioactividad total de la orina.

La dilucidn isotdpica del extracto etereo de la orina con deriva -
dos sintéticos de la Warfarina, hidroxilados en las posiciones 6, 7 y 8,
demostraron que estos compuestos son productos metabdlicos de la War -

farina marcada.

Los metabolitos demostraron no tener actividad anticoagulante

en las ratas.

La radioactividad correspondiente a la Warfarina inalterada fue

un 7% de la radioactividad total.
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TABLA IX

Warfarina y Merabolitos:

Porciento de Radioactivi-

Compuestos Estructura dad en orina.
H.COCH,
Warfarina 8 g 2 7%
\ ~ k(’\
N S
N S
0 \o
s on CHicocH,
6 -Hidroxiwarfarina = )\/ NN 15.4 9

A OJ\O N

- iﬂ,cocu,
7-Hidroxiwarfarina ~ | N e 35.0 %
A b
rrg/\\//\o \0 e
H q:ﬂ :COCH,
8-Hidroxiwa~farina 9.5 %

Masayuki Ikeda, V. Ullrich y H. Staudinger en 1968, estudian -

el metabolismo de la Warfarina en vitro para investigar ¢l esquema de -
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hidroxilacidn enzimatica en el higado y la oxidacidon no enzimatica de --
acuerdo a ciertos sistemas tomados como modelos, con los siguiente re-
sultados: Cuando se incuba la traccidon sobrenadante de homogenado de hf
gadode ratas (tratadas con fenobarbital) enpresencia de Warfarina marcada
. : : 14
con isdtopo radioactivo C  y se analiza la muestra por cromatografia
en capafina sobre silica gel se observan 4 productos de metabolismo de -
la Warfarina, 3 corresponden a los derivados hidroxilados de la Warfari
na en posicidn 6, 7, 8 y el cuarto no es identificado. Los valores de Rf

son 0. 30, 0.43, 30.57 y 0.12 respectivamente.

Cuando esta fraccidn se incuba en las mismas condiciones en -
presencia de concentraciones diferentes de Warfarina marcada, la cons-
tante aparente de Michaelis para la hidroxilacion de la Warfarina en las
posiciones 6, 7, 8 es la misma: 1.5 x 10-4 M. La formacion de los
6, 7, 8 hidroxiderivados de la Warfarina es catalizada por la fraccidn m_i
crosomal y baja a un 5% de el nivel original cuando la fase aerea de la in
cubacidn se reemplaza por nitrogeno, indicando que la reaccidn necesita

oxigeno molecular.
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TABLA X

Metabolismo de Warfarina por fracciones subcelulares de Higado de Ra-

ta.
Metabolitos formados en micromoles

Fraccidon Metabo-  6-hidroxi 7 -hidroxi 8 hidroxi

lito X Warfarina  warfarina warfarina
1000 g. sobrenadante S 12.9 24.1 ¥
9000 g. sobrenadante 6.2 10.7 20. 8 6.6
Mitocondrias 0.1 0.2 0.4 .3
Microsomas 3.1 11.:2 19.9 9.0
Fraccidn soluble 5.4 1.8 0.3 0.1

La reaccion de hidroxilacidon requiere NADPH. En ausencia -
de un sistema generador de NAP8H (NADP, G-GP, G-6P DHasa) se for-

ma muy poca cantidad de los derivados.

TABLA XI

Metabolitos formados en mumoles
6 -hidroxi 7 -hidroxi 8-hidrox_i

Sistema warfarina warfarina warfarina
Completo 13.1 23:1 4.3
-NAD 9.7 17.6 2.1
-NAD P 1.0 1.9 0.4
-NADP, G-6-P,G-6-PDHasa 0.2 0.2 0, 3
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El sistema completo contiene:

1.

10.
10.

omoo

3

(e

mlcrorTgles de Warfarina marcada con isotopo radiac-
tivo C~ .

micromoles de NADP.
. " NAD.
" " ATP.
o " G =0=P:
Nicotinamida.
il " KCL.
MgClz.
KZHP04-KH 7PO4 solucidn reguladora

de pH 7.4
micromoles de Tris-HCI solucién reguladora de pH 7. 4
Unidades Kornberg de G-6-P DHasa.

Microsomas hepaticos equivalentes a 500 mg. de higado en un -

volumen total de 3.5 ml. en tubo de 50 ml. con tapdn de vidrio. La incu

bacidn de los sistemas se hizo a 37°C durante 30 minutos en condiciones

aeroObicas.

El metabolismo enzimatico de la Warfarina en el higado de ra-

tas produce mas 7-hidroxiwarfarina que los derivados 6 y 8.

La hidroxilacidn no enzimatica produce mavor cantidad de 6 hi-

droxiwarfarina.

Un afo mas tarde Masayuki lkeda, A. H. Conney y J. ]J. Burns

estudian el efecto estimulante de Fenobarbital, Clordano y DDT sobre el

metabolismo de la Warfarina en ratas en vivo y envitro concluyendo que:
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1/o. El tratamiento previo a la administraciéon de Warfarina -
con fenobarbital e insecticidas causa gran incremento en

la dosis letal media de el anticoagulante:

TABLA XII

Dosis diaria de LDSO Warfarina.

Warfarina
Exp. No. Tratamiento mg/Kg. mg/Kg.
1 Control - --=-- 15
Fenoharbital 75 750
2 Control - ---- 15
Fenobarbital 79 500
3 Control - -=--- 30
Clordano 50 400
DDT 50 450

Las ratas fueron inyectadas intraperitonealmente durante 4 dias
con fenobarbital e insecticidas al 5/o. dia se les administrd por via oral

la Warfarina el tiempo de observacidn para determinar la L“DSO fué de -

14 dias.
Cada valor se obtuvo con 35 a 50 ratas.

2/o0. La incubacidn de Warfarina (marcada con isotopo radioac
tivo) con la fraccidon sobrenadante centrifugadas a 9000 x

g del homogenado del higado de rata tratadas con fenobar_
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bital, clordano y DDT durante 4 dfas aumenta la hidroxila
cidn de la Warfarina en las posiciones 6, 7, 8, asi como

la formacibn del metabolito. Fig. 11

60,0004
40,0001

20,0007

Lty

2,0003

Cuentas por 1,500

Control pre-tra
minuto.

tamiento con fe
nobarbital.

1,000

5004

El aumento en la concentracidon de los productos 6, 7, 8, hi --
droxilados en el tratamiento con fenobarbital es 5 veces mas que los con
troles y en los insecticidas el aumento es de 3 veces mas. La concentra
cidn del metabolito X también se aumenta, como se ve en la tabla siguien

te:
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TABLA XIII

Metabolitos formados en micromoles.

Dosis
Trata - diaria 6 -hidroxi- 7-hidroxi- 8-hidroxi- Metabolito
miento. mg/Kg warfarina warfarina warfarina X
Sol sa-
lina ---- 3.0 0.2 6.7 0.5 1.9 0.2 1.6 0 3
Aceite
de maiz = i 2.7 0.2 5.7 0.5 1.5 0.2 2.3 0.1
Fenobar
bital — 75 16.2 0.6 29.6 1.2 9.2 0.3 4.2 0.3
Clorda -
no 50 7.2 0.5 17.2 0.9 4.7 0.3 3.9 0.4
DDT 50 9.2 0.5 16.7 1.1 4.9 0.3 2.9 0.1

Se utilizaron 3 ratas por tratamiento y el valor anotado es la -

media de los 3 valores obtenidos.

3/o. Cuando se administraron 150 mg/Kg. de Warfarina por -
via oral a ratas de 50g. de peso y se determinaron sus -
metabolitos en plasma a varios intervalos, se observaron
cantidades apreciables de Warfarina asi como de los metabo
litos 6 -hidroxiwarfarina y 7-hidroxiwarfarina y un meta-
bolito con la misma mobilidad cromatogréfica del metabo
lito X. No se observd la presencia del metabolito 8-hi--

droxiwarfarina.
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La administracidn previa de fenobarbital e insecticidas aumen-
tan la concentracidon de los metabolitos 6-hidroxiwarfarina y 7-hidroxi-
warfarina en la 3 horas después de la administracidon de Warfarina pero

en 16 a 24 horas disminuye ese aumento.
TABLA XIV

Efecto estimulante de fenobarbital e insecticidas sobre el meta_

bolismo IN VIVO en ratas.

Concentracidon Plasméatica.

Experi Warfarina |6-hidroxi|7-hidroxi Metabolito
mento | Ho| Trata- Li-
No. ras| miento Total bre| warfarinalwarfarina X
1 1 lcontrel  |206 (155, 221, 213)[20 |5 6.5, 6) |5, 5 6) |5@ 6 8)
i’henobar- [215 (1S1, 217, 246)| 33 1 (19, 22, 23))16 (14, 17, 18)|11 (10, 11, 12)

bital
3 [Control 170 (197, 167, 146)] 18 8 (7,7, 9) 10 (6, 9, 16) |10 (4, 9, 18)
[Phenobar- a1, 106, 75) | 4.3 1 @9, 21, 2212 @7, 12, 17) [ 7 (4, 7, 9)

-
<1

bital
5 |Control 166 (193, 185, 121){ 17 f11 9, 11, 12) |7 (7, 7, &) (14 (9, 15, 19)
[Phenobar- | 62 (76, 67, 43) 1.6 |12 (9, 13, 13) |10 (9, 10, 11) [ 2 (0, 2, 4)
bital
16 |Control 59 (67, 58, 51) 1.3 {11 (10, 10, 14)12 O, 12, 14) [ 5 4, 5, 6)
Phenobar- | 11 (18, S, S) 016 (3,6, 7) 7(,8,9) ¢ (0, 0, 0)
bital
24 |[Control 32 (37, 32, 26) 0.5|8 6,6,8,10) 9 @®, 9,9, 11)[ 3 3, 3, 3, 3)
Phenobar- 7(1,7,6,5 |<01(4@©, 4,5 7)|6 4 4,7, 9)]00,0,0,0)
bital
2 5 |Control 181 (175, 186) 22 {11 (10, 12) 8 (7, 8) 24 (23, 25)
Phenobar- | 67 (61, 72) 1.9 (17 (16, 17) 10 (9, 11) 6 (5, 7)
bital
3 5 [Control 204 (208, 200) 29 |88, 8) 7 307: %) 16 (15, 17)
Chlordare | 91 (89, 92) 3.7 15 (13, 17) 13 (13, 13) 1 (3, 4)
DDT 103 (92, 113) 5.1 [I1S (16, 19) 14 (14, 14) 76,7)
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Esta misma tabla demuestra que las enzimas microsomati- -
cas que inducen la hidroxilacidn tienen un efecto mavor sobre la concen-
tracidn de Warfarina libre que sobre la concentracidn total de Warfarina

en el plasma.

M. A. Hermodson, ]J. W. Suttie y K. P. Link estudiando el me-
tabolismo de Warfarina marcada, en ratas resistentes a la Warfarina,eg
encontraron que los extractos etéreos de orina y heces de las ratas resis
tentes contenian 53% de la radioactividad inyectada en comparacidn con

el 50% que nresentaban las ratas normales.

Casi 2/3 de la radioactividad total de la orina se excretd en los

2 primeros dias en las ratas resistentes y normales.

La determinacidn cromatografica del extracto etéreo de la ori-
na colectada durante una semana, demostrd la presencia de Warfarina -
inalterada y 6 metabolitos en cantidades relativamente iguales en los dos
grupos de ratas: resistentesynormales. Pero no publica los datos co --

rrespondientes.

Posteriormente W. M. Barker, M. A. Hermodson y P. Link,
continuando los estudios sobre el metabolismo de Warfarina en ratas en
contraron que: cromatogramas de extractos de orina revelaban la pre-
sencia de Warfarina inalterada y 6 metabolitos que por dilucion inversa

de isotopos conocidos se identificaron como: 6-hidroxiwarfarina, 7-hi -
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droxiwarfarina, 8-hidroxiwarfarina, 4-hidroxiwarfarina, 2, 3-dihidro-
2-metil -4 -fenil - 5-oxo-gammapyrano (3, 4-c) (1) benzopirano, y un com

puesto conjugado 7-hidroxiwarfarina-glucuronido. Fig. 12

Fig. 12

Pico 1 Conjugado 7-hidroxiwarfarina -glucuronido.

Pico 2 7-hidroxiwarfarina.

Pico 3 8-hidroxiwarfarina.

Pico 4 4=hidroxiwarfarina.

Pico 5 6-hidroxiwarfarina.

Pico 6 Warfarina.

Pico 7 2, 3-dihidro=2=metil=4=fenil =5=oxo-gamma -pirano

(3,2-c)-(1) benzopirano.

El sistema de solventes: t-butanol-benceno-hidroxido de sodio -

concentrado - agua 45:20:9:3

Las esfructuras y porcentaje de estos compuestos estan en la -

tabla XV.
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TABL A XV

¥ Radioactividad

Dilu-
cién
Pico [sots | Cromzto
No. | Rf. Compuesto Estructura pica. | graffa.
o 7
1 |0. 04) Conjugado 7-i1i o GH:COCH;
droxiwarfarina j“ 5.9
2 |o.33] 7-Hidroxiwar - C(I U
farina. i 0N 35 3.5
3 |o. 50| 8-Hydroxiwar- o "
farina. AN 8.9 3.9
(O \/‘l
OH o
4 0. 65 | 4-Hidroxiwar- oH iu,cocu,
farina | ‘{Q 21.0
v "o uH
41. 6
8 0. 67 | 6-Hidroxiwar- g GH:COCH,
farina HE, @\i\/iQ@ 15. 4
it CH.COCH,
6 0. R0 [Warfarina NCH 6.5 6.5
N S |
) 0 ‘
7 0. 89 |2, 3-Dynydro-2 T
-metil-4-fenil “/I/\
-oxo-8-pirano NN N 6.6 13. 7
(3, 2-¢)(1) ben- L\)\’I J
zZopyrano ME
Tortal 93. 5+ 100. 1




2/0.

3/o.

4/0.

LLos cromatogramas de extractos de orina colectada a va-
rios intervalos de tiempo después de la administracion de
la dosis de warfarina marcada, revelaron que los metabo
litos se excretan en proporciones constantes, por lo que

puede suponerse que la forma enque se metaboliza la Warfa
rina no cambid con el tiempo durante el curso del experi

mento.

Los cromatogramas de extractos etéreos de heces fueron
cualitativamente idénticos a los de extractos de orina por
lo que se supone que los metabolitos presentes en las he-
ces son los mismos que en la orina. Solo que la concen-

tracion de los mismos es un poco diferente.

Todos los metabolitos excepto el conjugado glucurdnico -
fueron probados para determinar su actividad anticoagu-
lante en ratas, solo el 4'-hidroxiwarfarina demostrd te-

ner 1/4 de la actividad de la Warfarina.

Richard ]J. Lewis y William F. Trager, estudian el metabolis -

mo de la Warfarina en el hombre, utilizando una mezcla racémica de los
isbmeros Ry S, Fig. 13, e identifican los metabolitos del extracto urina
rio por cromatografia en capa fina, espectroscopia de absorcidn ultravio

leta y espectrometria de masas.
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CHjy

oy (-)-S-Warfarina t=0 ( )-R-Warfari
| ]
c|=o CHy  om na.
CH
oH GCHy 2
CH
D |
O// lo)
o So
Fig. 13
1. - La cromatografia en capa fina del extracto de orina, desa

rrollada con dicloruro de etileno y acetona 9:1, reveld 5
manchas de fluorescencia azul y Rf de 0.75, 0.50, 0. 23,
0.10 y 0.00 que se designaron como compuestos A, B, C,
D, E, y una mancha de fluorescencia amarilla con Rf 0.19
que se designd como compuesto CY. Fig. 14.

Usando ciclohexano, formiato de etilo y dcido formico - -
100:200:1 el compuesto se separd en 2 componentes

Dl y D2 Fig. 14
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rente de| Solvente

AC—
g
C
Y=

orina orina Warfa-
control Prueba rina

Fig. 14

No hay diferencias notables cuando las muestras de orina se ob -
tienen de pacientes con tratamiento largo a base de Warfarina y de volun
tarios que reciben una sola dosis. Tampoco hubo diferencias cuando las
muestras de orina se analizaron inmediatamente o después de 3 meses -

de almacenamiento en congelacidn sin preservativos.

Con todos los sistemas de solventes que se probaron dieron resul
tados idénticos las cromatograffas corridas con muestras de productos -
metabdlicos sintéticos de Warfarina y los productos de purificacion de -
los metabolitos extraidos en las muestras de orina de pacientes y volun-

tarios tratados con Warfarina:

El compuesto C fué idéntico a el compuesto 7 - hidroxiwarfarina

sintético.




El compuesto CY fué idéntico a el compuesto 6 - hidroxiwarfari-

na sintético.

Los compuestos D} y Dy fueron cromatogrdficamente indistin-
guibles de los derivados alcohdlicos en la cadena lateral de la Warfarina,

como lo demuestra la fig. 15 y la Tabla XVI.

5-hidroxiwarfarina
6 - hidroxiwartarina O 0 O
8-hidroxiwarfarina

7 -hidroxiwarfarina o

Fig. 15
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TABLA XVI

SISTEMA DE SOLVENTES

COMPUESTOS C:EF:FA
EsAy RF T:B:A:W
7-hidroxiwarfarina 0.56 0.47 0. 22
C (extracto de orina) 0. 56 0.47 0.22
6 - hidroxiwartarina 0.52 0.45 0.32
CY (extracto urinario) 0.52 0. 45 0. 32
Alcohol; de laWartfarina 0.16 0.74 0.45
D; (extracto urinario) 0.16 0.74 0. 45
Alcoh012 de laWarfarina 0.12 0.66 0. 40
D, (extracto urinario) 0.12 0. 66 0.40
S-hidroxiwarfarina 0.10 0.49 0.43
8 -hidroxiwarfarina 0.58 0.67 0.27
Warfarina 0. 83 0.76 0.55

E:A = Dicloruro de etileno - Acetona 7:3
C:EF:FA =Ciclohexano: formiato de etilo: acido formico 100:
200: 1
T:B:A:W =t-butanol:benceno:hidrdxido de amonio concentrado:

agua 90:40:18:6




Los espectros de absorcion ultravioleta obtenidos para el com -
puesto 7-hidroxiwartfarina sintético y el compuesto C del extracto urina-

rio fueron idénticos, los 2 tienen la maxima extincidn a 329 y a 256 mili

licras en NaOH y a 312 después de acidificados Fig. 16

Densidad optica

3
1
{
H
H
!
A
.
L}

312329

Fig. 16.

Longitud de onda en milimicras.

La absorcidn midxima para el compuesto sintético 6 -hidroxiwarfa

rina y CY fué 302 milimicras en acido.

Fig. 17.
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Fig. 17

Longitud de onda en milimicras

LLos compuestos D1 y D2 dieron espectros de absorcion idénti -

do. Fig.

cos entre si, idénticos a los 2 alcoholes de la Warfarina, la mixima ab-
sorcidon a 309 en medio alcalino y 285 y 275 milimicras en medio aci -
18 y 109.

Densidad

Optica

Alcohol1 de la Warfg

rina y compuesto Di

2;5 32)9
Fig. 18

Longitud de onda en milimicras
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Densidad Alcohol2 de la Warfa

oOptica rina y compuesto Do

Fig. 19

Longitud de onda en milimicras

'

Para la 5-hidroxiwartarina la maxima absorcidn en medio alcali

noesde 312 y 300 y en medio adcido es de 299.

Para identiticar los metabolitos de la Warfarina, se determind su
espectro de masas y se elucidd su esquema de fragmentacidon por una -
combinacidn de registro de los iones metaestables y medicidn exacta de

su masa en comparacidon con Wartarina deuterada. Fig. 20

K D
oD CD-COCD,

|
: l\ CHCH,
0”0

3

Fig. 20
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LLa Warfarina tiene una tormula empirica C19Hw04 v un peso -

molecular de 308 expresado con la proporcidon de masa a carga:
m/e + ( M) am/e 308 Warfarina =(M+ Ya M/e 308

En el espectro de masas de la Warfarina ademas del idbn molecu -
lar M* m/e 308 aparece un primer pico que corresponde a m/e 265 =
( Mt - 43 ) que resulta de la ionizacion inicial del grupo acilo - C = O de
la cadena alifatica lateral de la Warfarina, seguido del rompimiento hete
rociclico con pérdida del radical acilo para formar el idn dihidroxifurano
oxonio a m/e 265. Este i6n pierde benceno via rompimiento hemolitico -
con abstraccién de hidrégeno, para dar el i6n furanooxonio estabilizado -
por resonancia a m/e 187 (m/e 265 - 78), que representa el nicleo cuma
rinico. Las férmulas empiricas de estos iones se determinaron por me-

dicién exacta de la masa.
El esquema de fragmentacidn puede describirse pues como sigue:

M = m/e 308 (CygH,404) ----- m/e 265 (C;7H,503) -------

m/e 187 (C“H_/.Oz).

Las formulas estructurales y el mecanismo propuesto para la for

macion de estos iones se muestran en el esquema II.
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ESQUEMA II

P
C=0*
! Cll=0 i
N CH, H\a \\ C,Hs
: i\ CHCH,
07 X0 (0] 0
m/e 308 m/e 265
h(l"g
H\ﬁ
B
—~
0 LO
m/e 187

Los esquemas de fragmentacidn de los compuestos sintéticos 6,7
hidroxiwarfarina son semejantes al de la Warfarina: A partir del idn mo
lecular, rompimiento del grupo acilo para dar el pico base, enseguida -
pérdida del grupo fenilo para dar el idn representativo del niicleo cuma -

rinico.

La medicidn exacta de la masa de estos iones solo difiere de la -
de los iones correspondientes a la Warfarina en ¢l aumento de 16 unida -
des de masa debido a la adicidon de un d4tomo de oxfgeno, por tanto su es-

quema de fragmentacidn es el siguiente:
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i o ¢ -
M m/e 324 (C19H1605) ---- m/e 281 (C17H1304)
m/e 203 (Cy1H704)-

Los compuestos C, CY, dieron espectros de masas idénticos a -

los de los compuestos sintéticos 6, 7-hidroxiwarfarina.

Los espectros de masas de los compuestos D} y Dy fueron dife

rentes a los de la Warfarina y a los de los compuestos hidroxilados.

Estos compuestos dieron un idn molecular inicial M™* = m/e 310 -
que correspondid a la fdrmula empirica C19H1804 sugiriendo un com -
puesto similar a la Warfarina pero con 2 4tomos més de hidrogeno. La
presencia de un idn a m/e 292 (C{gH;403) indica que hay pérdida de -
agua en el idn molecular y por lo tanto, implica la reduccidn de la ceto-
na de la cadena lateral de la Warfarina con formacidn de alcohol como -
una transformacidon metabolica, por lo damas la presencia de iones a -
m/e 265y m/e 187 sugiere que la fragmentacidn posterior sigue el mis-

mo esquema.

Los espectros obtenidos con los alcoholes sintéticos correspon -

dientes, fueron idénticos a los de los compuestos Dy y Dg. Fig. 21.
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Fig. 21

Alcohol de la Warfarina
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VI. - TOXICIDAD DE LA WARFARINA.

1) EXPERIMENTOS EN PERROS

Y CERDOS.

Hans Wanntorp hizo los primeros estudios de toxicidad en ani -
males domésticos, con el objeto de determinar la dosis minima letal y -
para probar la efectividad del mé&todo quimico de identificacidn de warfa

rina en materiales post-mortem.

Utilizd perros de raza indefinida y cerdos. Los perros fueron
alimentados 2 veces al dfa con alimento para perros en forma de peloti-
llas. La dosis de Warfarina se mezcld con 100 gramos de carne picada
y se did a los perros antes de la comida de la tarde. Siempre se acaba-

ron su racidn de carne.

La comida de los cerdos era a base de granos, cdscaras, hari-
nas de carne, harina de pescado, harina de alfalfa, minerales, aceite de

higado de bacalao y papas.
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Se les did de comer dos veces al dia. La dosis de Warfarina se
les mezcld con cascarilla de trigo y leche y se les did antes de la comida

de la tarde, asegurdndose de que tomaran toda la racion.

La toxicidad de la Warfarina en envenamiento agudo se probd -
dando una sola dosis correspondiente a 16 - 100 mg. /Kg. de peso corpo-

ral a 14 perros.

Dosis de 19, 20, 25 y 40 mg/Kg. no causaron sintomas visibles
ni lo hicieron tampoco cuando fueron elevadas hasta 60 mg. /Kg. en 7 pe-

rros.

Por otra parte, un perro que recibion 100 mg/Kg. reacciond en
el 4/0., 5/o0. y 6/0. dia después de la administracion de Warfarina con
diarrea y hemorragia intestinal, perdid el apetito y se hizo marcadamen
te indiferente, hacia el 7/o. dia cesd la hemorragia pero no recobrd el -
apetito hasta el 10/o. dfa. Sin embargo, el perro sobrevivid a la prueba

3in dano aparente.

La coagulacidon de la sangre se examind solamente en 3 casos.
Para una sola dosis de 25 mg. /Kg. de peso corporal, el tiempo de coagu
lacidn se elevd a 2.5 minutos después de 4 dias de la ingestidn de Warfa-
rina recobrando su nivel normal en 9 dias, con una dosis de 60 mg. /Kg.
el aumento del tiempo de coagulacidon fué de 4 minutos después de 4 dias

y a juzgar por la curva habria sido mayor después de los 4 dias de haber
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se hecho 1la determinacidon. Después de 6 dias disminuyd a 3.5 minutos

y en 8 dias nuevamente era normal.

Con una dosis de 100 mg. /Kg. el tiempo de coagulacidén subid a
10 minutos después de 4 dias permaneciendo asf durante 3 dias. Después

de 10 dias recuperd su normalidad.

Experimento de toxicidad en perros.

TABLA XVII

Compues Dosis en Mortali Tiempo de supervivencia
to. mg/Kg. dad. ~ en dias.
Warfarina 10.0 0/1

20.0 0/1

: 25.0 0/1 Ninguno de los animales

Waztazing 40.0 0/3 murid.

60.0 0/7

100.0 0/1

Para probar la toxicidad de Warfarina en dosis repetidas se les
dieron dosis diarias de 0.2 - 10 mg. /Kg. de peso corporal a 10 perros.
El perro que habia recibido la dosis mas baja (0.2 mg.) durante 15 dias
sobrevivid a la prueba sin ninglin sintoma visible. De los 2 perros que -
recipieron dosis diaria de 0.3 mg./Kg. uno sobrevivid sin ninglin sinto -
ma a la prueba de 15 dosis y el otro murid después de 11 dias (10 dosis)

En el caso de las dosis mas altas 0.5 mg. /Kg. administradas a 3 perros,
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1 mg. a un perro, 2 mg. a un perroy 10 mg. a 2 perros solo siete mu-
rieron después de 7 a 14 dfas. Para probar el efecto de administracion
intermitente se hicieron pruebas con un perro al que se le dieron dosis -

de 0.5 mg. /Kg. excepto en 4/0. 6/0. 11/0. 13/0. y 18/0. dias.

El animal no murid sino hasta después de 21 dias, cuando habia
recibido 16 dosis, a esta dosis comparativamente baja, el metabolismoy
la excresidn de la Warfarina se elevaron tan marcadamente que el tiem-
po de coagulacidon disminuyd después de cada interrupcidon, y no fué sino

hasta los 20 dias que el tiempo de coagulacidn excedid los 10 minutos.

A otro perro se le administraron 0.3 mg. /Kg. durante 6 dias -
consecutivos con uno de descanso. Esta interrupcidon no se tradujo en -
disminucidn del tiempo de coagulacidn lo que demuestra que la cantidad
de Warfarina acumulada era tal que la omisidn de una dosis no causd nin

glin efecto visible en el tiempo de coagulacidn.
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TABLA XVIIL

Toxicidad de Warfarina con dosis repetidas en perros.

Dosis diaria en Mortalidad Tiempo de supervivencia
mg. /Kg. en dfas.

0.2 0/1

0.3 1/2 11

0.5 3/3 8 9 14

1.0 1/1 7

2.0 1/1 7

1J.2 2/2 8 10
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Tiempo de coagulacidn en minutos

Arriba de

Tiempo de coagulacion en perros que recibieron dosis repetidas

[0}

e]

£

E + 10 mg/kg (G 15/57)

E 110 mong (G mmf 05 mafkg (G 78] - 85 ok (G 1009)
2 + 03 mg/kg (G 67/57) §

Tiempo ( en dfas ) transcurrido después de la administracidn de la primera do

sis.



La toxicidad aguda de Warfarina en cerdos, se probo con dosis
Gnicas de 5 - 100 mg. /Kg. de peso corporal, en 13 animales. Después
de la dosis de 5 a 10 mg. /Kg. un animal murid y otro sobrevivid sin pre
sentar sfntomas visibles. Dos cerdos que recibieron 20 mg. /Kg. resis
tieron dosis sin efecto visible. De 3 cerdos que recibieron 30 mg. /Kg.
dos resitieron y uno murid, a uno de los sobrevivientes se le did una do-
sis mas alta: 45 mg./Kg. unas semanas mas tarde, sobreviviendo a la

dosis sin dano aparente.

En las pruebas con dosis mas altas 60 y 100 mg. Kg. los ani-

males murieron.

45 mg/kg (7/58)

20 mg/kg (3/59)

30 mg/kg (7/58)

Tiempo en minutos

30 mg/kg (6/59)

10 mg/kg (1/59}

= 5 mglkg (1/59)
_—~ 20 malkg (5159)
-




Se determind el tiempo de coagulacidon de los 13 animales, utili
zados en esta prueba. (6 murieron y 7 sobrevivieron). En 3 de los su-
pervivientes el tiempo de coagulacidon resulté marcadamente largo.

A un cerdo que se le administraron 5 mg. /Kg. presentd el tiempo de coa

gulacidn mas alto: 3 minutos después de 3 dias.

El que recibid 10 mg. /Kg. tuvo un tiempo de coagulacién de 5 -

minutos en 3 dias.

El que recibid 20 mg. /Kg. tuvo un tiempo de coagulacidon de -
21 min. después de 4dias después de 7 a 8 dias los tiempos de coagulacidn

volvieron a la normalidad en los 3 casos.

Otro cerdo que recibid 20 mg. /Kg. el tiempo de coagulacidn so
brepasd los 10 minutos después de 4 y 5 dias pero recuperd su normali-

dad en 8 dias.

Después de una dosis de 30 mg./Kg. administrada a 2 animales
el tiempo de coagulacidn sobrepasd los 10 minutos en 5 dias. Unode -
ellos siguid con ese nivel después de 6 dias, después de 8 y 10 dias res-

pectivamente, los tiempos de coagulacidn volvieron a la aormalidad.

En los 6 animales que murieron, dosis de 5y 30 mg. /Kg. die-
ron tiempos de coagulacion mayores de 10 minutos en 5y 6 dias y en 9
a 12 dfas los tiempos de coagulacidn eran muevamente normales pero -

presentaban tan serias hemorragias y cambios patoldgicos que fue nece-
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sario matarlos. En los animales que recibieron 10, 60 y 100 mg. /Kg.
el tiempo de coagulacion excedid los 10 minutos en 4 dias. El animal que
recibid 10 mg. /Kg. murid en 7 dias, los otros en 6 y 8 dfas. En ningu-

no de estos animales disminuyd el tiempo de coagulacion . Fig. 24.

+ 10 mghig G 33358

[——————‘—— + 60 monng G 728

+ %0 mgihg G 2953

Arriba de 10

+ 103 mgpny G 3632

minutos.

Tiempo en mi 71

nutos.

S mg/kg /G 354/8 + -+ o mgag G e

Tiempo transcurrido después de la primera

dosis, en dfas.

Fig. 24.- Tiempo de coagulacidn en cerdos que murieron con

con la administracidn de una sola dosis.



TAELA XIX

Toxicidad de Warfarina en cerdos ( dosis {inica ).

Dosis mg. /Kg. de Mortalidad.
peso corporal

Supervivencia 2n dias

5.0 1/2
10.0 1/2
20.0 0/2
30.0 1/3
43.0 0/1
60.0 2/2

100.0 1/1

~N O

12

La toxicidad de la Warfarina después de dosis repetidas se pro-

bd con dosis diarias de 0.2 y 0.5 mg. /Kg. de peso corporal en 5 cerdos

Un cerdo que recibid 0.2 mg. /Kg. diariamente, murid después

de 8 dosis. Cuatro muerieron después de 5 a 10 dosis de 0.5 mg. /Kg.

Los tiempos de coagulacidn se determinaron en todos los anima

les, después de la dosis diaria de 0.2y 0.5 mg. /Kg. los tiempos de coa

gualcidn excedieron los 10 minutos después de 5 dfas. Los animales mu

rieron en 8 y 6 dias.
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Dias transcurridos después de la primera dosis.
Fig. 25.- Tiempo de coagulacidon en cerdos que recibieron

dosis repetidas.

2) OBSERVACIONES CLINICAS. -

a) En los perros y los cerdos usados en el experimento los tiem-
pos de coagulacidn se elevaron en 24 horas y luego alcanzaron su maxi-

mo despu@s de varios dias. Este maximo fue superior a, 10 minutos en

95



c).

d).

mo fue superior a 10 minutos en dosis Qinica o en dosis re

petidas.

El primer sintoma visible fu& una creciente apatia que se
observa a los 5 - 6 dias despiés de la ingestidon de la dro-
ga o unas horas antes de la muerte.

En algunos casos se observa sangre en la orina y diarrea.
Algunos perros presentan inflamaciones con edema y hema
toma a los lados de la mandfbula inferior, en la parte ante

rior del pescuezo y alrededor de las articulaciones de las

piernas.

Los cerdos como los perros se vuelven apaticos se echan
en la paja, y no se levantan. Algunas veces presentan san
gre en las heces, algunos animales presentan grandes in-
flamaciones o tumefacciones en la parte lateral e interior
de la quijada inferior en la parte anterior del pezcuezo que
ce traduce en dificultad respiratoria. Las terminaciones
de la piel especialmente las orejas y las piernas se vuel-

ven ciandticas.

Un sfntoma comin en perros y cerdos es la elevacion de -
temperatura durante el primer periodo de la intoxicacidn.
Unas pocas horas o aiin un dfa antes de morir la tempera-

tura es normal o subnormal y las piernas se vuelven frias,
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las mucosas estan pilidas, se incrementa la actividad car
diaca y se acelera la respiracidon en la mayoria de los ca-
SOS.

Durante los Gltimos dias de vida hay hemorragias internas
por punciones para toma de muestras de sangre o por las
mas ligeras lastimaduras. Los animales con frecuencia -
se paralizan especialmente de los cuartos traseros. Un
dia antes de morir o a veces varios dias antes los anima-

les caen en coma y mueren quietamente.

O3SERVACIONES ANATOMOPATOLOGICAS.

Los experimentos sobre toxicidad de Hans Wantorp contribuyen

al conocimiento de la patologia de intoxicaciones por anticoagulantes.

La tabla XX muestra las caracteristicas de intoxicacidn encon-

trados en el examen de los cadaveres de los animales utilizado en la ex-

perimentacidn de toxicidad de Warfarina y coumaclor anticoagulantes de

tipo coumarinico.
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Comfin a todos los casos es la hemorragia y la anemia general

mas 0 menos pronunciada.

Como se observa en la tabla, las hemorragias aparecen en dife

rentes tejidos con predileccidn por ciertos sitios, esta variacidon es debi

da mas bien a diferencias de especie que a la naturaleza del tdoxico y al -

modo de dosificacion.

En los perros la autopsia revela hemorragias severas en
el mediastinoprecardial y postcardial y hemorragias subse
roldgicas en diferentes secciones de la pleura y del peri-
cardio. Con frecuencia se extienden peritraqueal y perie-
sofdgicamente hacia la cabeza, apareciendo como rocio -
intramuscular y subcutaneamente en la parte anterior del-
pescuezo arriba de la faringe y en las partes bajas de la -
mandibula inferior en la que pueden observarse hematomas
como bolsas algunas veces del tamafo del doble del puiio -
de un hombre normal.

Comunmente aparecen hemorragias en los sacos pleurales
con mas de un litro de sangre. En la gran mayoria de los
casos hay hemorragia interna intramuscular a los lados
del cuello, pecho y extremidades y en algunos casos alre-
dedor de las coyunturas. Con menor frecuencia se pre -
sentan hemorragias petequiales en las piernas y hemorra-
gias subserologicas en diferentes secciones de la membra
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b).

na peritoneal, también puede haber hemorragias perirena-
les, periuretrales y retroperitoneales algunas veces co-
mo dos hematomas longitudinales simé&tricos subperitonea_
les desde los rifiones a la cavidad pélvica.

Solamente un caso presentd hemocelia y 3 casos presenta-
ron hemorragia en el estdmago y en el intestino.

En todos los casos se observa anemia generalizada y en un

caso se observ0 necrosis centrolobular del higado.

En cerdos.

Solo unos pocos casos presentaron hemorragias toraxicas

en forma de hemorragias mediastinales.

Con mayor regularidad presentaron hemorragias subcuta -
neas inter & intramusculares y peri e intraarticulares en el
frente y en la Parte posterior de las extremidades, en alg_u_
nos casos ademis de &stas, presentaron hemorragias sub
cutaneas intramusculares en la parte anterior del pezcue-
zo y en la regidn faringea.

Son muy comunes las hemorragias y hematomas en la -

musculatura de los animales.

Ademas de las extremidades las cavidades abdominal y pél
vica presentaron hemorragias abundantes. Cinco casos -
presentaron hemocelia con mas de 2 litros de sangre en la

cavidad abdominal, con hemorragias en el estdmago e in-
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testino.

Todos los casos en los que sé examind el cordon espinal -
mostraron extensas hemorragias subdurales en el lado dor
sal del corddn cérvico espinal.

Todos los casos presentaron un alto grado de anemia gene

ral. Tres casos presentaron necrosis lobular del higado.
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VII. - TECNICAS DE IDENTIFICACION -

DE LA WARFARINA.

A partir del descubrimiento de la Warfarina por lkawa y colabo
radores en la Universidad de Wisconsin en el afo de 1944 y su aplicacidn
posterior como medicamento humano en el tratamiento de trombosis y -
en la preparacidn de concentrados y formulaciones o cebos para ratas y
ratones de venta al pablico en general, fue necesario desarrollar méto--
dos de determinacidn de Warfarina tanto para estudiar su distribucion y
efectos en el organismo como para garantizar la efectividad de los roden

ticidas y salvaguardar la seguridad plblica.

Varios autores han desarrollado m2todos para su determinacion
en producto técnico, formulaciones y en productos bioldgicos. Estos -
procedimientos en general, se fundamentan en el trabajo desarrollado en
el laboratorio del Dr. Karl Paul Link de la Universidad de Wisconsin que
demostrd que la Warfarina podia determinarse cuantitativamente utilizan
do la maxima absorcidn a la luz ultravioleta del acido libre o de la sal de

sodio de la Warfarina.
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El anticoagulante se extrae del ma:erial acidificado con un solven

te orgdnico y luego se extrae de dicho solvente con una solucidn alcalina.

La Wisconsin Alumini Reseaich Foundation did a conocer el pri--

mer procedimiento para la determinacidn de Warfarina en concentrados.
W. A. R. F. Método 821.0 Procedimiento I

Aplicacidn:
Determinacidn de la concentracidn de Warfarina en ¢ en con-

centrados.
Equipo, Material y Reactivos.

Balanza analftica.

Espectofotometro Beckman D. U.

Agitador magnético.

Centrffuga.

Piptas volum&tricas de 2, 3, 10 y 50 ml.
Tubos de centrifuga.

Matraces.

Solucidn de hidroxido de sodio al 1 % (0.25 N )
Eter etilico. Grado Reactivo.

Skellylsolve. B.

Muestra del producto.
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Procedimiento.

Extraiga la muestra conteniendo mas de 3 mg. de Wasfarina con

50 ml. de eter etilico por agitacion durante 10 minutos.

Pase una porcidn del extracto a un tubo de centrifuga y centrifu

gue durante 10 minutos.

Tome una alicuota de 2 ml. del sobrenadante y vacielos a un tu-

bo.

Agregue 10 ml. de solucidon de hidroxido de sodioal 1 ¢ y 19 ml.

de Skellysolve B. y agite durante 10 minutos.

Centrifugue hasta que esté clara la solucidn.
Tome 3ml. de esta solucidn clara y determine su densidad &pti -
ca a 308 milimicras en el espectrofotometro Beckman D. U. con una --

abertura de 0. 86 mm.

Use solucidn de hidroxido de sodio al 19, para llevar a cero.
Calcule el % de Warfarina usando el coeficiente de extincidn de
0.459 para una concentracidon de 1 mg. de Warfarina por 100 ml. de solu

cidn.

El método de la W. A. R. F. 821.0 fue modificado para hacer

el analisis de concentrados al 0. 5% de Warfarina en almidon de maiz.
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W. A. R. F. Método 82}.0 Procedimiento II

Avplicacidn:

muestra

reactivo.,

Determinacidn del contenido de Warfarina en concentrados a!

0.50% con base de almiddn de maiz.
Equipo, Material y Reactivos.

Balanza analftica.

Espectrofotometro Beckman Modelo D. U.
Agitador Magnético.

Centrifuga.

Pipetas volumétricas de 2, 3, 10, 50 ml.
Tubos de centrifuga.

Matraces de 125 ml. con tapdn esmerilado.
Solucidn de Hidrdxido de sodio al 1%(2.5N)
Dicloruro de etilo.

Muestra del producto.
Procedimiento.

Se pesan con exactitud en la balanza analitica 0.600 g. de la --

en el matraz de 125 ml. con tapdn.

Con una pipeta se agregan 50 ml. de dicloruro de etileno grado
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Se coloca el matraz bien tapado en el agitador mecénico y se -

agita durante 10 minutos.

Se pasa el contenido del matraz a un tubo de centrifuga de 100
ml. y se centrifuga durante 10 minutos o el tiempo necesario para queel

sobrenadante quede transparente.

Se pipeteaa 2 ml. del extracto en una probeta de 25 ml. con ta-

Se agregan 10 ml. de solucidn de hidroxido de sodio.

Se tapa y se agita a mano durante 1 minuto.

Se prepara una solucidn a blanco del mismo modo, poniendo -

2 ml. de dicloruro en lugar del extracto.

Se decanta la capa de hidroxido de sodio en un tubo de centrifu -

ga y se centrifuga hasta que el sobrenadante quede transparente.

Se pipetean 3 ml. de la capa alcalina en la celda de cuarzo del -
espectrofotometro Beckman modelo D. U. con abertura de 0.86 mm. y -

se determina la absorbancia a 308 milimicras.
Calculos:

La densidad Optica de una solucidon de 1 mg. de Warfarina en -

100 ml. de solucion de hidroxido de sodio al 1 & es de 0.463 usando el -
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mismo procedimiento.
Si la densidad Optica de la muestra es D

D (10 - 100) (100)

% Warfarina =
0.463 (1000) (0.6) (2 - 50)

=D (0. 9000)

Este método fue aceptado por la Organizacidn Mundial de la Sa-

lud para la determinacidn de Warfarina en concentrados al 0.5% - 1 %.

J. B. Laclair del Departamento de Agricultura del Estado de Ca
lifornia hizo una nueva modificacidon del procedimiento de la W. A. R. F.
para la determinacion de Warfarina en concentrados y en cebos comercia

les.

W. A. R. F. Método 821.0 Procedimiento III

Aplicacion:
La determinacidon de Warfarina en productos concentrados y -

2n productos comerciales que contengan aproximadamente -

0.025% de Warfarina.

Equipo, Material y Reactivos
Balanza analftica.
Espectrofotometro Beckman modelo D. U.

Agitador magnético.
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Centrifuga.

Pipetas volumétricas de 2, 3, 10, 50 ml.

Tubos de centrifuga.

Solucidn de pirofosfato de sodio ( Na Py05. 10 Hy,0 ) al 1%.
Eter etilico.

Eter de petrdleo.
Procedimiento.

Se pesan 6 gramos de muestra en un tubo de centrifuga de 100 -

ml.

Se agregan 50 ml. de eter etilico. Se tapa y se agita durante 30
minutos.

Se centrifuga hasta que la capa etérea esté transparente.

En otro tubo se ponen 10 ml. de solucidn de pirofosfato de sodio
al 1 9.

Se agregan 2 ml. de extracto etereo.

Se tapa y se agita vigorosamente durante 2 minutos

Se centrifuga a alta velocidad hasta que la capa etérea quede - -
transparente.

Con un aspirador de punta fina se saca la capa etérea y la emul
sidn que se forma en la interfase.

Sc agregan 2 ml. de éter, se agita vigorosamente, se centrifu-
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ga y se elimina la capa orgénica.
Se repite la extraccidn con éter.
Se hacen dos extracciones mas con éter de petrdleo purificado

previamente por extraccidn con solucidn de pirofosfato de sodio al 1%.

Se elimina completamente la capa de solvente organico y se ha-
ce pasar una corriente de aire sobre la superficie de la capa acuosa du
rante unos segundos, para evaporar las Gltimas trazas de solvente, ya -
que si no se extrae completamente después de la extraccion final, la fina
nelicula que forma sobre la superficie de la solucidn alcalina pasara co-
mo una suspensidon de minlsculas gotitas a la cubeta de cuarzo del espec

trofotdmetro provocando la dispersidn del rayo de luz.

Se llena la cubeta de cuarzo del espectrofotometro con solucidn

acuosa.

Se determina la densidad optica a 305-310 milimicras usando so

lucidn de pirofosfato de sodio al 17, para ajustar el cero del aparato.

La solucidn de pirofosfato para ajustar el aparato debe extraer -

se con éter etflico y luego con éter de petrdleo purificado.

% Warfarina = Dx0. 9

D = Densidad optica de la muestra.

Esta modificacidon se hizo para evitar errores en la medicidn ya
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que el dicloruro de etileno usado en la extraccidn del producto comercial
produce una turbidez que persiste aiin después de una hora de centrifuga

cion.

Ademas su alta densidad hace que infinidad de pequefas particu

las de la composicidn floten sobre su superficie .

Por otra parte, la solucidon de hidroxido de sodio usada para ex-
traer la Warfarina de la fase orgénica en el anilisis de formulaciones co
merciales, disuelve considerable cantidad de materia organica, tomando
una coloracidon amarilla que no puede eliminarse completamente con las
extracciones posteriores con éter etilico y éter de petrdleo dando resul -

tados muy altos como se demuestra en la siguiente tabla:
TABLA

Determinacidn de Warfarina en un cebo preparado con un contenido de:

0.025%.
% Warfari
Anilisis Solvente Extractante na encon-
trada.
1 Dicloruro de etileno 109 NaOH 0.052
2 " (
9 1% Na2P207 0.027
3 Eter etilico 1% NaOH 0.043
4 " 1% Na,P,0, 0.027
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En el afio de 1953 J. B. Lanclair uso columna de cromatografia
empacada con atapulguita para purificar extractos de formulaciones co-
merciales preparadas con mafz molidoy solucidn alcohdlica de Warfari-

na asf como cebos peleteados.

Al mismo tiempo ]. Eble desarrollaba un nuevo método de deter
minacidon de Warfarina para la W. A. R. F. en el laboratorio del Dr. -

Karl Paul Link de la Universidad de Wiscounsin.
W. A. R. F. Método de Eble.

Aplicacion:

Determinacidon de Warfarina en formulaciones comerciales.
Equipo, Material y Reactivos.

Balanza analitica.

Espectrofotdmetro Beckman Modelo D. U.
Agitador magnético.

Centrifuga.

Pipetas volumétricas de 2, 3, 5, 10, 25, 50 ml.
Solucidn de hidroxido de sodio 0. 005 N.
Solucidn de pirofosfato de sodio al 1.

Solucidn de Acido clorhidrico 2.5N

Eter etilico

Skellylsolve.
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Muestra de la formulacion.

Procedimiento.
Pese 2 gramos de muestra ¢n una botella de vidrio con tapon,
agregue 50 ml. de solucidn de hidroxido de sodio 0. 005 N o de solucidn

de pirosfosfato de sodio al 17-

Agite una hora en el agitador mecanico.
Pase 30 - 35 ml. del extracto a un tubo de centrifuga con tapon

esmerilado, asegure bien el tapon y centrifugue durante 5 minutos.

Pipetee 25 ml. del centrifugado en otro tubo de centrifuga.

Agregue Sml. de solucidn 2.5 N de acido clorhidrico.

Agregue 50 ml. de una mezcla eter etilico - Skellylsolve (20-80)

Agite durante 5 minutos.

Centrifugue si hay formacion de emulsidn.

Pipetee 20 ml. de la capa éter etilico-Skellylsolve en otro tubo
de centrifuga y agregue 10 ml. de solucidn e hidroxido de sodio 0. 005N

o de solucidn de pirofosfato de sodio al 1%,. Agite durante 2 minutos.

Saque la capta eter etilico-skellylsolve y centrifugue durante un

minuto con el tubo destapado.

Llene la celda del espectrofotdmetro con la solucidn acuosa y -

lea la densidad Optica a 308 milimicras.

Use solucidn de hidrdoxido de sodio 0. 005 N o de pirofosfato de
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sodio al 1%, para llevar a cero el aparato.
Simultineamente corra una muestra en blanco.

% Warfarina (D -B/-0.459 ) x 0.025
D Densidad optica de la muestra.

B Densidad Optica del blanco.

El método de Eble fué modificado por F. B. Coony E. F. Rich-
ter de la W. A. R. F. para hacerlo adecuado en la determinacidn de la
concentracion de Warfarina en cebos peletados en los que es muy dificil

extraer completamente el principio activo solo con éter.
W.A.R.F. Método de Eble modificado por Coon.

Aplicacidn:
Determinacidn de la concentracidon de Warfarina en cebos pe -

leteados.
Equipo, Material y Reactivos.

Balanza analitica.

Espectrofotdmetro Beckman Modelo D. U,
Agitador mecéanico.

Centrifuga.

Columna de vidrio para cromatografia.

Bano de Maria.
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Pipetes volumétricas de 3, 20, 25, 50 ml.

Solucidn de pirofosfato de sodio ( N2 P207 Yyal 1%

Solucidn de Acido clorhidrico al 2.5 N.

Mezcla éter etflico-Skellysolve (20 - 80)

Eter etilico.

Attapulguita.

Procedimiento.

Pese 2 gramos de muestra.

Agregue 50 ml. de solucidn de pirofosfato de sodio al 1%
Agite durante 1 hora.

Centrifugue durante 5 minutos.

Tome alicuota de 25 ml.

Agregue 5ml. de solucidn de 4cido clorhidrico 2.5 N.

Agregue 50 ml. de solucidn éter etilico-Skellysolve.

Agite durante 10 minutos.

Ponga 20 ml. de la fase etérea un vaso pequeio y evapore a se-
quedad en Bafio de Maria usando una corriente suave de aire.
Recupere el residuo con 3 porciones de 1 ml. de éter etilico, -
pasando cada una de las porciones a través de una columna de -
cromatograffa empacada con 2 gramos de Attapulguita.

Eluya con 20 - 25 ml. de éter etilico.

Agregue 10 ml. de solucidn de pirofosfato de sodio al 1%.

Agite vigorosamente. Deje separar las dos capas y saque la so
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lucidn etérea.
Lave la solucidn de pirofosfato de sodio con &ter y luego con -
Skellysolve B.
Determine la densidad optica de la solucidn alcalina a 308 mili-

micras en el espectrofotdmetro Beckman modelo D. U.

La Organizacidn Mundial de la Salud en el boletin No. 6 - acep
ta el siguiente método de determinacidn de Warfarina en producto té&cni -

€o:
W. H. O./SRT/6.

Aplicacidn:
Determinacidn de la concentracidon de Warfarina en producto

técnico.

Equipo, Material y Reactivos
Balanza analitica.
Espectrofotdmetro Beckman Modelo D. U.
Matraces aforados de 100 ml.
Pipetas volumé&tricas de 2ml.
Solucidn de hidrdoxido de sodio 0. 1N.

Muestra del producto t&cnico.

Procedimiento

Pese con exactitud 50 mg. de la muestra y paselos cuantitativa -
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mente a matraz aforado de 100 ml.

Agregue solucidn de hidroxido de sodio 0 1N, disuelva y afore a
la marca. Tome 2ml. de esta solucidn y paselos a otro matraz aforado
de 100 milflitros, afore a la marca con solucidn de hidroxido de sodio -
0.1 N. Determine la absorbancia de la dilucidn final a 308 milimicras -
en el espectrofotdmetro con abertura de 0. 86 mm. usando solucidon 0.01

N de hidrdoxido de sodio para ajustar la transmitancia a 100%,.

% Warfarina = A x 1000 x 100/401

A = Absorbancia de la muestra.

Lloyd C. Mitchell de la Divisidn de Alimentos, del Departamen
to de Educacidn, Salud y Bienestar Social de Washington D, C. presenta -
un procedimiento para la separacidn e identificacidn de Antu Pival y War

farina por Cromatograffa en papel.
Equipo, Material y Reactivos.

Lampara de ultravioleta de Luz Negra de la Vogel Luminescen-
ce Corp. de San Francisco California.

Camara de cromatografia

Pepel filtro Watman No. 1 de 8 x 8 pulgadas.

Matraces aforados de 100, 200 ml.

Pipetas volumétricas de 1 microlitro.

Fase estacionaria: Se diluyen 4 ml. de dimetilacetamida (De la
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Eastman Organic Chemical, Distilation Products Industries, Ro
chester 3, N. Y. # 4972)a 100 ml con éter etilico A. C. S.
Fase movil: Es una mezcla de octanos de grado comercial (De
la Phillips Pztroleum Corp. Bartlesville, Okla.)

Agente Cromogénico: Se disuelven 11 gramos de KOH en meta -
nol A. C. S. se enfria y se diluye con 200 ml. de metanol.
Soluciones patrdn: Se preparan al 1Y peso en volumen en dio-
Xano.

El Pival y la Warfarina son estables pero el Antu no, entonces -
se debe preparar justameite antes de poner la muestra en el pa
pel.

No se debe mezclar con las soluciones de Pival y Warfarina.

Procedimiento.

Coloque un microlitro de la muestra en el papel a una distancia

de 1 pulgada del extremo lateral e inferior y entre cada una de las mues

tras a probar.

Con las pipetas de un microlitro ponga la muestra de cada uno

de los rodenticidas en la parte inferior de 2 hojas de papel a una disLag

cia de por lo menos una pulgada del limite inferior, lateral y entre cada

una de las muestras. Deje secar el papel después de la aplicacidn delas

muestras.
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Ponga 50 m]. de la fase movil en la cAmara de cromatograffa y

coldquele su tapadera de vidrio.
Rocfe los papeles con el solvente inmdvil ( Fase estacionaria ).

Inmediatamente pdselos a la cAmara de cromatografia y séilela

con un papel de celofan.

Cuando el solvente movil alcance el 1imite superior de las hojas

(10 a 12 cm. de la linea escogida para colocar las muestras).

Saque los papeles de la ciAmara, senale el frente del solvente -

con un lapiz suave y cuélguelos en una varilla de vidrio en la campana.

Dejelos secar por 3 - S minutos y observe a la luz ultravioleta

en 1 de ellos.

Marque las manchas con un lapiz suave y anote la coloracidn.

Deje secar el cromatograma toda la noche.

Rocie el segundo cromatograma ligeramente hasta que quede ht
medo. Observe a la luz ultravioleta y vea si hay cambio de color en las
manchas.

Marque las manchas,anote la coloracion.

Deje secar toda la noche.

Al dia siguiente observe el primer cromatograma a la luz ultra

violeta v vea si hay cambio de color en las manchas.
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Rocfelo con el agente cromogénico y proceda del mismo modo

que con el segundo cromatograma.

La Warfarina da una mancha de color pﬁrpura_ intenso tan pron-
to como se sacan los cromatogramas de la cAmara por lo tanto el croma
tograma debe observarse a la luz ultravioleta tan pronto como el solven-
te se evapore lo suficiente para poder manipular el cromatograma, la co
loracion plrpura se decolora lentamente pero al siguiente dia aparece -

como una coloracidn obscura azulada,

Cuando el cromatograma se rocia con el agente cromogénico y
se observa a la luz ultravioleta cuando alin estd ligeramente himedo, la
coloracidon plirpura se desvanece considerablemente, se oscurece y apa-

rece ligeramente azulada.

Los valores de Rf para mezclas de rodenticidas y para los ro -

denticidas solos se dan en la tablas siguientes:
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Valores de Rf y coloracidn de rodenticidas mezclados por superposicion

TABLA 1

de la muestra sobre el papel.

Rodenticida Coloracidn Promedio Limites de Rf
Warfarina Plrpura 0.14 0.10 -0.19

Antu Azul 0. 35 0.31 -0.38

Pival Ante g --- --- Insig-

Valores de Rf cuando las muestras corresponden al rodenticida puro.

TABLA 2

Rodenticida Coloracidn Valores de Rf Limites.
Promedio .
Antes de rociar con el agente cromogénico
Warfarina PGrpura 0.66 0.05 -0.07
Antu Azul 0. 25 0.20 -0.27
Pival Ante --- ---
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Manchas adicionales después de rociar con el agente cromogénico.

Warfarina Plrpura 0.03 0.02 -0.03
Azul palido 0.00 0.00 - 0.00
Antu Azul 0.00 0.00 - 0.00
Verde 0. 04 0.02 -0.04

Las formulaciones probadas fueron:
Antu al 259 en un diluyente siliceo.
Pival 0.059% en fluorita.

Warfarina 0. 5% en fluorita.

El procedimiento fue el siguiente:

Se pesd 0.1 gramos de cada una de las muestras y se puso en 3

tubos de centrifuga.

Se agregd un ml. de dioxano en cada uno de los tubos.

Se mezcld bien y se les puso un tapdn de corcho.

Se centrifugd hasta que quedd transparente,

Se puso un microlito de cada una de las muestras sobre el papel
Se corrid el cromatograma y se hizo la observacidn a la luz ul-
travioleta.

La coloracidon de la Warfarina es muy ligera por lo que debe in
tensificarse por exposicidn del cromatograma a los vapores de

amoniaco en un recipiente cerrado, durante media hora.
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Corn M. y Berberich R. describen otro m2todo Fluorimétrico
para la determinacion de Warfarina en plasma de pacientes bajo trata -

miento médico a base de Warfarina y Fenilbutazona, en el afio de 1967.

Robert L. Caswell del Departamento de Agricultura de Beltsvi-
lle Nd. presenta en la 27/a Reunidn anual de la Asociacidn Oficial de Qui
mica y Agricultura el siguiente método de determinacion de Warfarina en
formulaciones que contengan 0.025% de principio activo y que no sean -
cebos peleteados o en cebos hechos a base de maiz molido tratados con
solucibén alcohdlica soluciones azucaradas de Warfarina y luego deseca -

das:
Equipo, Material y Reactivos

Balanza

Agitador mecanico.

Centrifuga.

Espectrofotdmetro Beckman D. U.

Matraz erlenmeyer de 125 ml. con tapdn.

Tubos de centrifuga de 15 ml.

Pipetas volumé&tricas de 2, 3, 10, 50 ml.

Solucidn de pirofosfato de sodio al 1% (Disolver Sg. de pirofos -
fato de sodio Na4Py0O-.10 H»O en 500 ml. de agua destilada)
Eter de petrdleo purificado (200 ml. de éter de petrbdleo se -

tratan con 3 porciones de 20 ml. de solucidn de pirofosfa:o de -

sodio al 1% ).
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Procedimiento.

Se pesan 10 gramos de muestra en un matraz erlenmeyer de -

125 ml. provisto de tapon.

Se coloca el matraz en el agitador y se agita durante 30 minu -

tos.

Se pasande 5a 10 ml. del extracto a un tubo de centrifuga con
tapdn y se centrifuga durante 5 minutos a alta velocidad o hasta que la so

lucidn esté clara.

Se pipetean 10 ml. de solucidn de pirofosfato de sodio al 1%, en
un tubo de centrifuga, se agregan 2 mililitros del extracto etéreo centri-
fugado. Se tapa el tubo y se agita vigorosamente durante 2 minutos. Se

centrifuga a alta velocidad hasta que la capa acuosa esté transparente.

Se desecha la capa etérea incluyendo la emulsidn que pueda for

marse por medio de un aspirador.

Se agregan 2 ml. de éter de petrdleo purificado, se agita vigoro
samente y se descarga la capa etérea, repita la extraccidon dos veces -

mas.

Haga una solucidn a blanco del mismo modo, poniendo &ter puri

ficado en lugar del extracto etéreo.

Tome 3 ml. del extracto acuoso en una cubeta de silice y deter-
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mine la absorbancia a 308 milimicras en el Expectrofotdmetro Beckman

D. U. con abertura de 0. 86 mm. o en cualquier aparato equivalente.
% Warfarina = A x 0. 054

DETERMINACION DE WARFARINA EN

PRODUCTOS BIOLOGICOS.

Como dijimos antes, las determinaciones de concentracion de -
anticoagulantes de la coumarina en materias biolégicas se han realizado
con el objeto de estudiar su distribucidon y metabolismo en el organismo.
Asi pues los animales de experimentacidn fueron tratados con grandes -
dosis de anticoagulante y sacrificados cuando alin contenian sus organis -

mos grandes cantidades.

En 1953 Yayama, Goto y Umezu utilizaron el método que Rose -
man y Green desarrollaron el 1951 pa-a la determinacidon de Dicumarol

en sangre; para la determinacidon de Warfarina en sangre.

Para su determinacidén usaron ratas que habfan recibido 75 mg.
de Warfarina 24 horas antes de la muerte. Esta cantidad corresponda a

300 gramos de cebo para roedores.

e r- N .-
En 1956 Garner desarrollo un método para la determinacidon de
Warfarina en restos mortales, acidificd y extrajo con una mezcla etanol

-eter, luego transfirid la Warfarina a una solucidn acuosa alcalina y des
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pués a cloroformo, purificd por cromatografia y determind la absorcidn

a ia luz Ultravioleta. No pudo hacer la determinacidn cuantitativa.

En casos de muerte vemos pues que el problema se complica ya -
que estd comprobado por los experimentos hechos sobre toxicidad, que -
los animales no mueren sino hasta varios dias después de la ingestion de
una sola dosis de Warfarina por lo que es de esperarse que si este com-
puesto alin se encuentra como tal en el organismo del animal su concen-
tracidn es pequenisima y su distribucidn sera diferente de la que tenfa -

pocas horas después de tomar el veneno.

Si el animal muere después de ingerir varias dosis, estas debie
ron ser muy pequenas. O puede suceder que el animal no ingiera el ve-

neno durante los Gltimos dias antes de la muerte.

Los métodos de determinacion de Warfarina debian pues ser lo
suficientemente exactos y sensibles para detectar las pequefiisimas can-
tidades del producto que permanecian inalteradas en el material biologi-
co post-mortem (fracciones de miligramo/Kg.) o sus metabolitos. Fué
hasta el afno de 1960 cuando Hans Wantorp desarrolla el primer método
acepntable para la determinacion de Warfarina en material post-mor --

tem.

Principio del método.

El material se extrae con éter y etanol se purifica por lavado -
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con solucidn alcalina, luego se acidifica y vuelve a extraerse con éter.
Este extracto coloreado se purifica pasandolo por una columna de oxido
de aluminio basico que retiene las impurezas, incluyendo las substan --

cias coloridas y la Warfarina.

Finalmente se eluye con metanol. Por particién entre la fa-
se etérea y la fase alcalina, la Warfarina se obtiene finalmente en for -
ma suficientemente pura para graficar la curva de absocidn a la luz Ul-

travioleta.
Equipo, Material y Reactivos.

Balanza.

Licuadora

Agitador mecanico.

Centrifuga.

Mortero.

Matraces erlenmeyer de 500 ml. con tapdn esmerilado.
Columna de cromatografia de (250) (15m) con llave esmerilada.
Embudos de separacidn.

Probetas de 25, 100, 200 ml.

Equipo de destilacidn a presidn reducida.
Espectrofotdometro Beckman D. U.

Eter libre de perdxidos.

Alcohol etflico de 959.
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Metanol G. R.

Alcohol etilico de 959 acidificado éon icido sulfirico 4 N (14 9)
Agua acidulada concido sulfirico 4N (Sml. de atido sulflirico y
1ml. de agua destilada).

Solucidn acuosa de pirofosfato de sodio al 4.5

Oxido de aluminio basico: AKT-STUFE (WOELM)

Sulfato de sodio anhidro.

Arena fina.
Procedimiento

1. - Preparacidon de la columna de absorcion:
Se coloca un pequefo tapdn de algoddn en la parte baja de una colum
na de cromatografia de (15) (250) mm. con llave esmerilada.
Se llena con éter y se va poniendo 0xido de aluminio a través del -
éter hasta que se forme una columna de 100 a 120 mm. de altura.
Encima del 6xido de aiuminio, se agrega sulfato de sodio anhidro -
hasta formar una columna de 120 m. de altura.
Se hace fluir eter a través de las 2 capas hasta que la superficie su
perior del eter quede a 2cm. de alto por encima de la capa de sulfa

to de sodio anhidro.

2. - Preparacidon de la muestra:
Los tejidos y el contenido estomacal, por separado, son homogeni

zados en una licuadora de aspas de rotacidn hasta que tengan consis

127



tencia de puré.
La sangre se centrifuga y se le separan los coagulos.

El contenido intestinal y la orina no necesitan preparacion.

Extraccidn del Material:

Se toman 25 gramos de muestra, bien sea de tejidos o contenido es
tomacal.

Se muelen en el mortero con arena.

Se agregan 75 ml. de alcohol acidificado, en pequefias porciones y
se sigue moliendo.

Se pasa la mezcla a un matraz erlenmayer de 500 mo. con tapdn es
merilado se enjuaga el mortero con 3 porciones mis de éter y se -
vacfan al matraz.

Se coloca el matraz en el agitador mecénico y se agita durante 30
minutos.

Se filtra sobre un embudo de separacidn.

Se lava 3 veces con 75 ml. de éter sobre el embudo de separacidn.
Si la muestra es orina, Gnicamente se enjuaga el matraz con 75 ml
en pequenas porciones.

El extracto colectado se lava con 200 ml. de agua acidulada y lue-
go dos veces mas con 100 ml.

Las aguas de lavado se extraen 2 veces mas con 75 y 50 ml. de --
éter.

Estas fases etéreas se juntan con la primera extraccidn etérea.
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Los extractos etéreos combinados se secan con suficiente sulfato -
de sodio anhidro y luego se filtran en una matriz de destilacion.

Se destila a presidn reducida hasta que solo queden 20 a 25 ml. del
extracto.

Este extracto se pasa a un embudo de separacidn lavando el matraz

con una pequeia cantidad de éter.

Purificacidn del extracto:

El extracto se trata con 2 porciones de 20 y 10 ml. de pirofosfato
de sodio.

Luego la solucidn acuosa de pirofosfatos se extrae con &ter hasta -
que ya no haya coloracion.

La fase acuosa alcalina se acidifica con 5 ml. de acido sulftrico -
4N comprobando con papel indicador que elpH no sea més alto de 4.
La solucidn acida se extrae 3 veces con 20, 15,15 ml. de éter.
Los extractos etéreos se filtran sucesivamente a través de sulfato
de sodio anhidro.

El extracto etéreo completo o pequefias alfcuotas (es muy colorido)
se vacfian en la columna de absorcidn.

Cuando ha bajado lo suficiente, se lava la columna con 25 ml. de -
éter en pequenas porciones.

Tan pronto como el éter desciende hasta la columna de sulfato de -
sodio se desecha el que corre a través de la columna de 6xido de -

aluminio.
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La elucidn se hace con 50 ml. de metanol. Es conveniente colectar
el eluido en un recipiente de vidrio.

El eluido se evapora a Bafio Maria hasta que solo queden 2 ml.

Se agrega un poquito de éter y se pasa a embudo de separacidn en
el cual se haa puesto de antemano 50 ml. de agua acidulada. EIl re
cipiente se enjuaga con otra pequefa porcidon de éter y se agrega el
embudo de separacidn.

Se extrae con 3 porciones de 20, 15, 15 ml. de éter.

El extracto etéreo se evapora hasta 5 ml.

Se pasa a embudo de separacidn lavando el recipiente de evapora--
cidn con éter.

Finalmente se extrae la Warfarina con 10 ml. de solucidn acuosa -
de pirofosfato de sodio.

Esta solucidn alcalina se usa para graficar la curva de absorcidn -
de 230 a 360 milimicras, usando solucidn de pirofosfato de sodio -

saturada con éter para calibrar el aparato.
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Fig. 26 Curva de absorcidn de Warfarina con 10 microgramos
de Warfarina por ml. de solucidon de pirofosfato de S0

dio.

5. - Curva de calibracidon y Calculo cuantitativo de Warfarina.
Las curvas de calibracidon empleadas en la determinacidn cuantita
va se separan con una solucidn que contenga de 1 a 20 microgra --
mos de Warfarina por mililitro de solucidn de pirofosfato de sodio.
La extincidn se grafica a 308 milimicras sobre una linea base en -
tre la extincidn a 260 y a 360 milimicras.
La extincidn de la linea base a 308 milimicras puede calcularse fa -

cilmente mediante la siguiente formula:
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Ep = E 308 - (Eg60 * E360/2)

b ‘Avwl

4001
RN/ B
02004

010C

20 Je8 30

Longitud de onda.

La linea base de extincidon a 308 milimicras forma una linea -

recta desde el origen para la Warfarina.
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Por medio de la curva de calibracidn se puede calcular la canti
dad de Warfarina en la solucidn alcalina final sin que influyan apreciable

mente las impurezas de los residuos.

Por medio del coeficiente angular de las curvas estandarizadas
y la linea base de extincidn se puede calcular la concentracidn de Warfa

rina en la solucidn de pirofosfato de sodio mediante la siguiente ecua --
cidn:
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Microgramos de Warfarina/ml.= 23.8 x Eg

En 1962 Robert O' Reilly y colaboradores describen un método
espectrofotométrico espacifico para la Determinacidon de Warfarina inal-

terada en plasma y para la determinacidn de un metabolito de la Warfari

na en la orina.

Este método esta basado en el método de determinacidn de Dicu
marol en fluidos bioldgicos, propuesto por J. Axelrod y colaboradores -

en el ano 1949.

Fundamento del Mé&todo.

La Warfarina es extraida con dicloruro de etileno acidificado, -
lavada con alcali suave y recuperada de la fase orgénica con alcali fuer-

te.

La extincidon se mide espectrofotométricamente a la maxima ab

sorcion de la Warfarina en la luz ultravioleta.
Equipo, Material y Reactivos.

Espectrofotometro Beckman D. U.
Agitador mecanico Kahn.
Centrifuga.

Jeringas hipodérmicas.

Pipetas volumétricas de 0.5, 1, 2, 4, 5, 10 ml.
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Embudos de separacidon de 30 ml.
Matraces erlenmayer de 50 ml. con tapdn.
Tubos de ensaye.

Muestras de sangre, orina, heces.
Solucidn salina al 0.7%

Citrato de sodio.

Solucidn de acido clorhidrico 3N.

Solucidn buffer de fosfatos de pH 7. 25
Solucidn de Hidroxido de sodio 2. 5N.

Dicloruro de etileno.
Procedimiento.

1. - Preparacion de las muestras.
La sangre se saca por puncidn venosa.
En un tubo se 'mezcla con 3.29 de citrato de sodio en solucidn sa -
lina al 7% en proporcidn de 9: 1
Se centrifuga a 2000 r.p. m. durante 30 minutos a 4° C.
Se separa el plasma y se refrigera a -20° C. durante 24 horas.
La orina y las heces se pesan por separado y se toman alicuotas.

Se refrigeran a -20° C.

2. - Determinacidon de Warfarina en plasma:

Se ponen 20 ml. de dicloruro de etileno G. R. en un matraz de -

50 ml.
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Sobre esta capa organica se vacifan 2 Ml. de plasma, 1 ml. de agua
destilada y 0.5 ml. de dcido clorhidrico 3 N.

Se agita e¢n el agitador horizontal de Kahn durante 2 minutos.

Se dejan separar las dos capas.

Se desecha la capa acuosa superior.

Se pasa la fase orgédnica a un matraz.

Se agregan 5Sml. de solucidon reguladora de fosfatos 0.5 M de pH

7. 25.

Se agita durante 5 minutos y se desecha la capa acuosa superior.
Se toman 15 ml. de la fase organica y se vacian a un 3er. matraz.
Se agregan 4 ml. de solucidn de hidroxido de sodio 2.5 N.

Se agita durante 5 minutos.

Se toma muestra suficiente para llenar la cubeta del espectrofotd--
metro y se mide a 308 milimicras con una abertura de 30 mm.

Las substancias interferentes se miden a 360 milimicras.
Simultaneamente se corre una muestra de plasma normal y un pa-
tron que contenga de 5 a 20 microgramos de Warfarina por milili-
tro de plasma para cada determinacidn.

Se hacen 3 determinaciones y se saca promedio de las lecturas de
absorbancia.

La concentracidn de Warfarina se calcula usando las siguientes for

mulas:
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Densidad Optica neta = ( A 308~ A360 ) - ( BSO.& - 8360 )

A= Absorbancia de la muestra.

B = Absorbancia de el blanco (Plasma norma’).

Por medio de una grafica que relacione la Densidad Optica neta
y la concentracidon de Warfarina en microgramos por ml. se determina

la concentracidn de la muestra.

La grafica se traza con muestras de plasma normal al que se le
agregan concentraciones sucesivas de Warfarina pura y se corren en las
mismas condiciones que la muestra. La relacidon entre la densidad opti-
ca y la concentracidn de Warfarina en microgramos es lineal como se -

muestra en la siguiente figura:

BN
Densidad dptica 250}
neta. 20f
50
100
050}

Warfarina en microgramos/ml.

H. C. Hollifield y J. D. Winefordner de la Universidad de Flori

da, desarrollaron un método de determinacidon de Warfarina en sangre -
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entera por Fluorimetria en el aio de 1966.
Fundamento.

La intensa fluorescencia que presenta la Warfarina cuando se -
exita mediante una fuente de Xenon, permite su determinacion en am --
plios limites de concentracidn sin necesidad de procedimientos especia -

les de purificacidn.
Equipo, Material y Reactivos.

Balanza analitica.

Centrifuga.

Agitador mecanico.

Espectrofluorimetro Aminco-Bowman No. 4-8202 equipado con
Tubo fotomultiplicador RCA [P 128.

Lampara con arco de Xenon de 150 W.

Registrador X - Y No. 1620-814 American Instruments Co.
Inc.

Matraces aforados de 50, 100 ml.

Mairaces erlenmeyer de 20 ml.

Pipetas de 1, 10 ml.

Columna de destilacion de 6 pies.

Alcohol etilico absoluto. Destilado al vacio en la columna en-
chaquetada, plateada, empacada con hélices enrolladas y pro-

porcidn de reflujo 15:1.
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Se toma el corazdn y se prueba su senal de fondo en el espectro
fluorimetro.

Solucidn patron de Warfarina 50 mililitros de alcohol destilado,
adicionado con 5 gotas de di-n-butilamina para mejorar la diso

lucidn.
Procedimiento.

Se determinan los aspectros de emisidon y de excitacidon de la so
lucidn patrdn y los limites de concentracidon detectables. (Son aquellas
concentraciones que dan una senal al doble de la desviacidn estandard de

la senal de fondo obtenida con el blanco).

La muestra a determinar '"Desconocida'' se prepara poniendo en
un matraz erlenmeyer de 20 ml.: 8 ml. de alcohol etilico absoluto desti-

lado, EAD.

1ml. de solucidon de Warfarina en AEAD.

1 ml. de sangre entera citratada.

El blanco se prepara poniendo en el matraz erlenmeyer:
9ml. de Alcohol etilico absoluto destilado A.E. A. 1.

1ml. de sangre entera citratada.

Se colocan los matraces en el agitador mecanico y se agitan de

3-5 minutos.
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Se centrifugan durante 5 minutos para separar las proteinas pre

cipitadas.

Se toma un ml. del sobrenadante y se diluye con Y ml. de - -

AE.A:D;

Se mezcla bien y se mide su intensidad relativa de fluorescen-

cia.

Esta sefial relativa se corrige restando el va'!or obtenido en la
sangre (Que es la diferencia obtenida entre la senal dada por el Blanco:
Sangre, alcohol etilico absoluto destilado - la senal obtenida conel --

A.E.A.D. solo).

La concentracion del "Desconocido" se encuentra comparando

la sefal obtenida con la que se obtiene de una solucidn estandard.

La sensibibilidad de este método es de 0.1 mg. de Warfarina -

por 100 ml. de sangre a 1) mg. de Warfarina por 100 ml. de sangre.

Ruessel H. A. del Instituto de Quimica de Hannover Alemania,
desarrolla un método de determinacidon de Warfarina y otros rodentici-
das, por Cromatografia de Capa Fina en productos biolégicos en el afio

de 1970.

Las placas son de MN-Polygram SIL N/UVZM'
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La fase movil es dicloruro de etileno o una mezcla dicloruro de

etileno-acido acético 9:1.

Las muestras son 5 a 20 microlitros de extracto de higado en -

acetato de etilo.
Las manchas se revelan con dos agentes cromogénicos:

a) Con solucidn al 0.19 de dicloroquinona diclorimida en al-
cohol metilico y rociado posterior con solucidon de carbonato

de sodio al 109,.

b) Con una mezcla enfriada de 25 ml. de solucidn de acido sul
fanflico al 0. 3% en &cido clorhidrico de 8% y 1.5 ml. de so
lucidn de nitrito de sodio (NaNOy) al 5% y rociado posterior
mente con solucidn de carbonato de sodio al 10%.

Las manchas aparecen en 30 minutos.
Los limites de sensibilidad para la Warfarina son de 3-5 -

microgramos.

P. Daenens y M. Van Boven del Laboratorio de Toxicologia de la
Universidad de Lovaina Bélgica, desarrollan una método de Cromatogra_
ffa en Capa fina para la identificacidn de Warfarina en casos de intoxica-

cidn en el afio de 1970.
Utilizan placas de vidrio recubiertas de Silica Gel G de Merck
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para prepararlas mezclan 30 gramos de silica gel con 65 ml. de agua -
destilada para placas normales y 65 ml. de una solucidn reguladora fos-
fatos 0.25 M de pH 11 (NazHPO4 y N33P04)'

Para placas con solucidn reguladora:

Se agita vigorosamente.

Se recubren las placas de vidrio de 20 x 20 cm. con una capa de
250 micras de espesor.

Se dejan secar a temperatura ambiente durante 30 minutos y lue
go se secan en el horno a 1109C. durante 45 minutos.

Los solventes usados en las mezclas de elucidon deben ser de -

grado analitico. Se preparan volimen a volimen.

a) Para placas de Silica Gel G Norma!: Cloroformo - metanol

97 ; 3

b) Para Placas de Silica Gel G con solucidn Reguladora:
Cloroformo-benceno-Acido férmico (de 98-100%,) -acetilacg
tona 49 : 48 : 2 : 1.

Muestras. - 20 microlitros de solucidn alcohdlica contenien

do 5Smg. /ml. del compuesto.
La visualizacidn se hace con 2 reveladores:

a) Solucidn de Hidrdxido de Sodio al 8 en metanol o agua des
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b)

tilada y observacion a la luz Ultravioleta (254 mm.)

Solucidn de 2, 6 dibromoquinona 4-clorimida al 1% en meta
nol, seguida de calentamiento de las placas a 100 °C. duran
te unos pocos minutos.

La densidad de la coloracion de las manchas puede aumen-

tarse rociando las placas con una solucidn saturada de bi--
carbonato de sodio (naHCO3) en agua destilada, antes del ca
lentamiento.

Los valores de Ry y la conducta cromogénica de la Warfari-

na se dan en la siguiente tabla:

Rf x 100 NaO 2,6-Dibromo
Solvente quinona-4-
a b Luz visible U. V clorimida.
(254nm)
WARFARINA 12 49 - -~ - -~ Plrpura Café verdosos

143



VIII. - CONCLUSIONES Y

RECOMENDACIONES

La Warfarina como la mayorfa de los derivados de la 4-hidroxi
coumarina causa la reduccion de la capacidad coagulante de la sangre, -
disminuyendo los niveles plasmaéticos de Protrombina o Factor II, Factor
VII, Factor IX y Factor X que se agrupan bajo el nombre de Complejo -
Protrombina. La consecuencia de esta disminucidn es la presencia de -
hemorragias especialmente hemorragias internas de fatales consecuen-

cias.

El modo de accidn de la inhibicidn de los factores de coagula --

cion de la sangre no esta aclarado de modo definitivo.

Muy al principio de las investigaciones correspondientes, se -
pensd que habfa una accidn competitiva entre la Warfarina y la vitamina
K en el sistema enzimatico responsable de la sintesis de las proteinas -
que integran el Complejo-protrombina, de manera semejante a la fun --

cidn de antimetabolito que tienen las sulfonamida en las bacterias, com-
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pitiendo con el acido para-aminobenzoico en el sistema enzimatico res -
ponsable de la sintesis del acido folico. Esta teorfa no pudo comprobar-

se en el trabajo de experimentacidn.

Martiuz y Nitz-Litzow quienes encontraron que el Dicumarol de
sacopla la fosforilacidon oxidativa sugirieron que la Warfarina como deri
vado de la 4-hidroxicoumarina también desacoplarfia la fosforilacidn oxi-
dativa en mitocondrias, y por tanto habria una inhibicién general en la -

sintesis de proteinas.

Judith G. Pool y Borchgrevink demostraron que la accidn de la -
Warfarina sobre la fosforilacidn oxidativa solo se efectfia In Vitro y que
In Vivo, no se efectlia o se efectlia en un grado tan pequefio que no inter -

fiere con el transporte o la incorporacidn de aminodcidos a las proteinas

El conocimiento de que las proteinas plasmaticas del Complejo
Protrombina se sintetizan en la fraccidn microsomal de las células hepé
ticas llevd a la conclusidn de que la Warfarina no actia interfiriendo con
la liberacidon del Complejo -protrombina de los hepatocitos sino que debe
actuar en un paso anterior al acoplamiento del grupo antigénico determi

nante de la proteina.

Con el advenimiento de los antibidticos y el descubrimiento de
que algunos de ellos interfieren con la sintesis de proteinas por ejemplo

la Puromicina cuya interferencia se efectlia a nivel del complejo riboso-
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mal s-RNA impidiendo la completacidon de la cadena polipeptidica, Polson
y Wosilait concluyeron que si bien la Warfarina y la puromicina prolon-

gan el tiempo de protrombina no podian asegurar que el sitio de accidn -
de las dos drogas fuera el mismo y que si los ribosomas son suceptibles
a la accidn de estas drogas en la sintesis de los factores de coagulacion,
la Warfarina podria actuar ahi o en un paso subsecuente por ejemplo po-

drfa inhibir la adicidn de la porcidn protéica a la nueva proteina formada.

Robert Olson trabajando con Actinomicina D postula que la War_
farina act@a a nivel del RNA dependiente del DNA, interfiriendo con la -
accibn de la vitamina K sobre el gene represor que regula la expresidn -
de informacidn genética para la produccidn de los factores de la coagula -

cién de la sangre.

Sin embargo ]J. D. Suttie trabajando con puromicina, actinomici
na D y acido ordtico no pudo comprobar la teorfa de Olson ya que al ex-
perimentar con ratas deficientes de vitamina K, el higado aislado y per-
fundido respondid a la administracidn de vitamina K, produciendo y libg
rando Factor VII en el liquido de perfusidon. Los resultados de este estu
dio sugieren pues que la accidn de la vitamina K y por lo tanto de la War
farina como su antagonista esta situado més alld de la formacion del 4ci_
do ribonucleico mensajero especifico y que este sitio puede ser o puede
estar probablemente entre la formacion del péptido naciente, en la sepa_

racion del péptido del ribosoma, en la unidn de la porcién carbohidrato
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o en el transporte de la glicoproteina fuera de la célula.

Hans Prydz, Anne Gaarder, G. Gaudernack y A. Glaudhaug, es
tudiando la localizacidn celular del Factor VII sobre la base inmunoldgi -
ca de que es una Glicoproteina concluyen que la fraccidn microsomal de
las células hepéaticas esti involucrada en un paso final de la biosintesis -
del factor VII o es un lugar de almacenamiento temporal, del cual puede

liberarse, probablemente por un mecanismo enzimatico.

Ahora bien si la biosintesis de esta glicoproteina es fundamen-
talmente semejante a la de otras glicoproteinas, y acticomicina D y la ci
cloheximida comoinhibidores de la sintesis del acido ribonuclé&ico mensa
jero mRNA v de polipéptidos ejercen su accién en 35 a 40 minutos dismi
muyendo la concentracidn de Factor VII en tanto que la Warfarina nece-
sita de 90 a 120 minutos para causar la disminucidn de dicho factor, su
punto de accidn debe estar mas alld del punto de accidn de estos ihhibidg
res, después que la sintesis de la cadena polipeptidica se ha completado,

Esquema II.

Por otro lado, la finalizacidn Gltima y el transporte del factor
VII fuera de la célula estan mas alld del paso de inhibicidn de la Warfari
na por lo que es de suponer que el punto de accidn esté en el acoplamieg

to del grupo de carbohidrato en la cadena polipeptidica.
Ademas de su efecto anticoagulante la Warfarina tiene accicnes
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farmacoldgicas que no estdn relacionadas con la coagulacion de la sangre

CcOomo son
Depresidn del misculo cardiaco.

Depresion de la contractibilidad de la musculatura lisa:
Vasodilatacidon
Uricosuria.

Accidn antibacteriana.

Los estudios O'Reilly y colaboradores sobre la administracidon
de Warfarina a voluntarios demuestran que la maxima concentracion de

Warfarina en plasma se obtiene en 2 a 12 horas . Tabla I.

Durante la fase de eliminacidn, la concentracidon de Warfarina -

en el plasma disminuye exponencialmente.

El tiempo de vida media es de 15 a 58 horas con una media de -

42 horas.

La absorcion de la Warfarina es completa ya que no se encuen -
tra Warfarina en el contenido intestinal ni ain después de administrar al

tas dosis (bmg/Kg.).

La velocidad de absorcidn estd en relacidn directa con el tama -
no de la dosis, las dosis mayores producen una velocidad de absorcion -
mayor y mis rapida en tanto que las dosis menores alcanzan el maximo

con lentitud. Fig. 7.
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Menos del 1% de Warfarina se excreta inalterada en la orina.
La excresidn de metabolitos se inicia lentamente alcanzando su maximo
en 12 a 60 horas. Casi el 909, se excreta en 96 horas y el 999 en 144 -

horas.

La Warfarina esti unida fuertemente a la albumina, una protef-
na plasmatica; en un 97% lo cual explica la ausencia de Warfarina en los
globulos rojos, fluido cerebroespinal, orina y que su volumen de distri-

bucidn sea idéntico al espacio correspondiente a la alblimina.

Los estudios famacocinéticos de la Warfarina hechos en ratas,
perros y monos Rhesus indican que las ratas y los monos eliminan més

rapidamente la Warfarina que los perros y el hombre. '

La tedria de accidn competitiva entre la Warfarina y la vitami-
na K se fundamentd en la similitud de la estructura quimica de los dos -

compuestos.

Mentzer propuso que las propiedades anticoagulantes de un com

puesto quimico se deben a la presencia del grupo.

-C=C-C -

' (R

OH R O

presente en la 4-hidroxicoumarina, indanediona y en la 3-hidroxi, 1, 4, -

naftoquinona.
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Parece ser que la solubilidad en lipoides es un requisito necesa_

rio para que un compuesto ejerza su accidn anticoagulante.

En resumen podemos decir que es necesario que exista cierta -
configuracidn estructural tanto como determinadas condiciones de solubi

lidad.

Los primeros estudios sobre el metabolismo de Warfarina mar
cada con Carbdn 14 en ratas, indicaron que el 909 de la radioactividad -
total se excreta en 14 dias y el 109, restante en un perfodo de 90 dias -
mas de la mitad se excreta en la orina y el resto en las heces. No hay -
carbdn marcado en el C02 expirado. La Warfarina marcada se acumula
en el rinon, higado y pancreas en el que existen 3, 12, 15 veces mas que

en la sangre.

En la orina se encontraron 3 metabolitos que se identificaron co
mo los derivados hidroxilados de la Warfarina en las posiciones 6, 7y 8
con una concentracidon de 15.4, 35y 9.5%. Estos metabolitos no tienen

actividad anticoagulante.

La formacidn de estos metabolitos es catalizada por la fraccidn
microsomal, y necesita oxigeno molecular y NADPH para que se lleve a

cabo.

Posteriores estudios demostraron que la orina de ratas resis-

tentes a la Warfarina poseen 6 metabolitos que se identificaron como los
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derivados hidroxilados de la Warfarina en las posiciones 6, 7, 8, 4', un
conjugado del 7-hidroxiwarfarina-glucurdnido vy el 2, 3-dihidro-2-metil-

4 -fenil -50x0-gamma -pirano(3, 2-c) (1) benzonirano.

Los metabolitos que se excretan en las heces son los mismos so

lamente varia su concentracidn.

Estos metabolitos son inactivos como anticoagulantes, sdlo el 4'

hidroxiwarfarina presenta actividad.

En los extractos de orina de voluntarios que recibieron dosis de
Warfarina se encontraron los derivados hidroxilados de la Warfarina en
posicidn 6, 7 y 2 productos de reduccidn de la cetona de la cadena alquf-

lica 'ateral: isdmeros del acohol de la Warfarina.

Los experimentos para demostrar la toxicidad de Warfarina en
perros y cerdos con dosis f{nicas y dosis repetidas demostraron que, -
una sola dosis parece ser relativamente inocua para los perros, pero -

que pueden morir con pequenas dosis repetidas 0.2 mg/Kg. © 0.3 mg/Kg.

Una sola dosis es fatal para los cerdos y mueren a pequenas do

sis repetidas 0. 2 mg. /KG.

Los tiempos de supervivencia después de ingerida la dosis de
Warfarina son de 6-14 dfas en perros y 4-12 dias en cerdos. Estos tiem

pos de supervivencia parecen ser independientes de la magnitud de la do
sis.

L51



Los tiempos de protrombina subenen 24 horas alcanzando el maxi

mo (mas de 10 minutos) en pocos dias.

Los animales se vuelven apaticos y mueren en estado de coma.
Algunas veces aparecen tumefacciones alrededor de las articulaciones -
de las extremidades y en la parte baja de la mandfbula inferior. En al-
gunos casos hay presencia de sangre en la orina y las heces y hemorra-
gias persistentes en pequenas lastimaduras o raspaduras. En muchos ca

sos los cerdos presentan paralisis.

Al principio aumenta su temperatura pero durante el Gltimo dia

de vida estd bajo lo normal.

Las observaciones anatomopatologicas se caracterizan por he-

morragias en diferentes drganos y tejidos.

Todos los perros presentaron hemorragias en la cavidad toraci
ca y la mitad presentd hemorragias en las extremidades, en cambio en
los cerdos las hemorragias se presentan en las extremidades y en la ca-

vidad abdominal.

La determinacidbn de la Warfarina en productos técnicos formula
dos o bioldgicos cualquiera que sea la técnica que se emplea se fundamen
ta en el caracter débilmente dcido del compuesto que permite su extrac-
cidén con solventes orgénicos en medios debilmente adcido o con solucio-

nes acuosas alcalinas y su purificacidn por particidn entre solventes.
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organicos y soluciones acuosas alcalinas o por cromatograffa en columna
o en papel. La identificacidn final y la cuantificacidn por espectrofoto-

metrfa es muy conveniente porque es altamente sensible aun a pequefias

concentraciones,para la determinacidn del anticoagulante en producto téc
nico y formulado los métodos son semejantes, solo que en estos, casos

la concentracidn de anticoagulante es tan alta que hay que tomar cantida -
des relativamente pequenas del producto a determinar, sin embargo fre-
cuentemente la naturaleza del material empleado en las formulaciones d_i
ficulta la purificacidn y es necesario emplear métodos de purificacidon -
mas sotisficados como la cromatografia en bentonita o en dxido de alumi

nio.

Para la demostracidon de Warfarina en productos bioldgicos, se
aplica el mismo principio, que se utiliza en la determinacidn de Warfari
na en productos técnicos y formulados considerando que si se trata de -
productos pos-mortem en los que la concentracidn del anticoagulante es
muy baja y las impurezas que pudieran falsear los resultados muy altas,

se debe poner especial cuidado en la purificacidn de la muestra.

Después de la cromatografia es conveniente eluir con un solven
te fuertemente polar como metanol, etanol o acetona, Este eluido es el
que se utiliza para la identificacidn y cuantificacidn final de la Warfarina
por la técnica mas adecuada: Cromatograffa en Capa Fina, Espectroscg

pia de Absorcidn Ultravioleta o espectrometria de masas.
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El material bioldgico post-mortem mas adecuado para hacer la
identificacidn y cuantificacidon de Warfarina es el higado pero también -
puede hacerse en rinon y sangre. Si el animal o la persona intoxicados
han ingerido la Warfarina un dia o dos antes de la muerte, el anticoagu-
lante puede permanecer en el estdmago y en el contenido intestinal ypor lo
tanto puede identificarse y cuantificarse enellos en forma inalterada o co

mo sus metabolitos.

La determinacidon de Warfarina debe hacerse tan pronto como -
sea posible después de la autopsia 0 a mas tardar una o dos semanas ya
que pasadoeste tiempo, €l anticoagulante puede sufrir cambios que impi-

den su identificacidn.

Con el objeto de disminuir el riesgo de intoxicacién por Warfari
na y proteger a las personas y a los animales domésticos cuando se em-
pleen los rodenticidas para combatir a las ratas, es necesario no dejar
estos productos donde los nifios o animales domésticos tengan posibili--

dad de consumirlos. o
\ T~

% —=

Si se usan preparaciones en polvo no deben esparcirse em luga=-__
res frecuentados por los ninos o animales domé&sticos ni en lugares en -
que puedan mezclarse con los alimentos. Pasado un tiempo el cebo o -

polvo rodenticida debe removerse cuidadosamente,
Es conveniente colocar el rodenticida en recipientes adecuados
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y situarlos en lugares inaccesibles para los nifios y animales domésti --

COs.

También es conveniente impregnar los rodenticidas a base de -
cereales con un colorante con lo cual se evitaria la posiblidad de confun-

dirlo con el alimento.



IX.- BIBLIOGRAFIA.

Bachman F. D., Duckert y Holler.
Thrombosis et Diathesis Haemorragica.

2, 24 - 38 (1958).

Barker W. M., M. A. Hermodson y K. P. Link.
The Journa! of Pharmacology and Experimental Therapeutics.

171, (2) 307 - 313 (1970 ).

Barnhart Marion I.
The Journal of Hystochemestry and Cytochemestry.

13 (8) 740 - 751 (1965).

Bleyler Hill Roberta, Florence Paul, B. Connor y A. J. Quick.
Thrombosis et Diathesis Haemorragica.

16, 318 - 330 (1966 ).

Caswell L. Robert.
The Journal of Association of Official Agricultural Chemist.
43 (2) 365 (1960).

156



10.

11.

12.

Daenens P. y M. Van Boven.
Journal of Chromatography.

57, 319 -121 (1971).

Gaarder Anne y Hans Prydz.
Biochimica et Biophysica Acta.

140, 545 -548 (1967).

Gaarder Anne y Hans Prydz.
Item.

184, 220 - 223 ( 1969 ).

Gladhaug A. y Hans Prydz.
Item.

215, 105 -111 (1970).

Harvey M. Salomdn, John J. Schrogie y Dwight Williams.
Biochemical Pharmacology.

17, 143 -151 (1968).

Hellemans J., M. Vorlat y M. Verstraete.
Britanic Journal of Haematology.

9, 506 - 511 (1963).

Hermodson M. A., J. W Suttie y Karl Paul Link.
The American Journal of Physiology.

217, (5) 1316 -1319 (1969).
157



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Hermodson M. A., W. M. Barker., y Karl Paul Link.
The Journal of Medicinal Chemestry.

14 (2) 167 -169 (1971.

Hollifield H. C. y ]J. D. Winefordner.

Talanta 14, 103 - 107 (1967 ).

Ikawa Miyoxhi, Mark Arnord Stahmann y K. P. Link.

66, 902 - 906 (1944 ).

Ikeda Masayuki, Volker Ulrich y Hansjurgen Staudinger.
Biochemical Pharmacology.

17, 1663 - 1669 (1968 ).

Ikeda Masayuki, A. H. Conney y J. ]J. Burns.
The Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutica.

162, (2) 388-393 (1969).

Knieriem H. J., A. B. Chandler.
Thrombosis et Diathesis Haemorragica.

18, 766 - 778 (1968 ).

La Clair ]. B.
The Journal of Association of Official Agricultural Chemist.

35 (2) 372 -276 (1952).



20.

2].

22.

23.

24.

25.

26.

La Clair J. B.
Item.

36 (2) 373 -377 (1953).

La Clair J. B.
Item.

37(3) 634 -638 (1954).

Lewis Richard y William Tragger.
The Journal of Clinical Investigation.

49, 907 -913 (1970 ).

Lewis Richard.
The Journal of Pharmaceutical Sciences.

60 (8) 1271 -1272 (1971).

Link K. Paul, David Berg y Walter M. Barker.

Science 150, 378 (1965).

Loeliger E. A., B. Vander Esch y M. ]J. Mattern.
Thrombosis et Diathesis Haemorragica.

9, 74 - 89 (1963).

Lowenthal J. y J. A. Mac Farlane.
The Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics.

143, 273 - 277 (1964 ).



27.

28.

29,

30.

31.

32.

33.

Mitchell L. C.

The Journal of Association of Official Agricultural Chemist.

40 (4) 1034 -1037 (1957).

Nagashima Renpei y Gerhard Levy.
Journal of Phrarmaceutica! Sciences.

58 (7) 845 - 849 (1969 ).

Nelson Eble J. Bruce D. y Karl Paul Link.
Biochemical Pharmacology.

15, 1003 - 1006 ( 1966 ).

Olson E. Robert.
Canadian Journal of Biochemestry.

43, 1565 - 1573 (1965 ).

O'Reilly Robert, Aggeler P, M. Hoag M. S. y Leong L.

Thrombosis et Diathesis Haemorragica.

8, 82 -95 (1962).

O'Reilly Robert., Aggeler P.-M. , Leong L.

The Journal of Clinical Investigation.

42 (10) 1542 - 1551 ( 1963 ).

O'Reilly R., Aggeler P, M. Leong L.
Thrombosis et Diathesis Haemorragica.

11, 1-22 (194 ).
160



34. -

37. =

38. -

39 -

O'Reilly R., Aggeler Paul M.
Federation Proceedings.

24, 1266 - 1273 ( 1965).

O'Reilly R., Eino Nelson y Gerhard Levy.
The Journal of Pharmaceutical Sciencies.

55 (4) 435 -437 (1966 ).

O'Reilly R., y Patricia Kowitz.
The Journal of Clinical Investigation.

46 (5) 829 - 837 (1967 ).

Overman R., Mark Arnold Stahmann, Charles Ferdinand.
Huebner, William R. Sullivan, Leonard Spero, David.G. Doherty,
Miyoshi Ikawa, Lloyd Graf, Saul Roseman y Karl Paul Link.

The Journal of Biological Chemestry.

153, 5 -24 (1944).

Pesticide Manual.
Brithish Corporation Protection Council.

Primera Edicidon 437 ( 1968).

Polson B, James y Walter D. Wositlait.
Biochemical Pharmacology.

15, 113 - 115 (1967 ).

161



40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

Item

963 - 967.

Pool G. Judith y C. F. Borchgrevink.
The American Journal of Physiology.

206, 229 - 238 (1964 ).

Prydz Hans y G. Gaudernack.
Biochimica et Biophysica Acta.

230, 375 -380 (1971).

Rabiner S. Frederick.
The American Journal of Medical Sciences

249, 68/404 - 74/410 (1965).

Suttie J. W.
Archives of Biochemestry and Biophysics.

118, 166 - 171 (1967 ).

Taylos A. y Towsend M. G.
Proceedings of the Biochemical Society.

118, 166 - 171 (1967 ).
Tragger W. F., R. J. Lewis y A. Garland.

The Journal of Medicinal Chemestry.

13(6) 1196 - 1204 (1970).

162



48. -

49. -

Wagner John G.
Ther Journai of Pharmaceutical Sciences.

60 (8) 1272 -1273 (1971).

Wanntorp Hans.
Acta Pharmacologia et Toxicoldgica.

16 Suplemento 2, 1 - 123 (1960 ).

West B, D., S. Preis, C. H. Schroeder y Karl Paul Link.

83, 2676 - 2679 (1961 ).

163



	Portada
	Índice
	I. Introducción
	II. Historia
	III. Características Físicas y Químicas de la Warfarina
	IV. Formulaciones y uso de la Warfarina
	V. Farmacología de la Warfarina
	VI. Toxicidad de la Warfarina
	VII. Técnicas de Identificación de la Warfarina
	VIII. Conclusiones y Recomendaciones
	IX. Bibliografía

