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l. - IN TR OD UCC ION 

El aumento cada vez mayor en el uso de anticoagulantes deriva

dos de la coumarina y de estos es Jecia lme nte la Warfarina, e n la lu cha 

diaria contra la dañina influe ncia de los r edores que tanto daño causa n a 

comerciantes, amas de casa y agricultores ha creado serias dificulta-

des en dicho sector humano, pues s i bien los productos elaborados a ba -

se de este compuesto se han preparado ¡:,a ra ser us ados con un máximo -

de seguridad, la ignorancia o el descuido en el manejo y aplicación de -

los mismos puede ser de fatales consecuencias. 

El riesgo en el uso de roclenticidas a base de Warfarina es consi

derable para los a nimales domés ticos , es pecialmente perros, gatos y -

cerdos debido a que estos productos s on muy a preciados como alime ntos 

por dichos animales, ademá s; cuando tienen gr a n libenad de movimien

tos pueden fácilmente llegar a comerlos y e n algunas ocasiones puede n -

comer r a rns o r atones que han muerto por inges tión del rodenticida . 

También es frecuente que la .; formulaciones prepa r adas e n forma 

3 



depolvosemezclenpordescuidooporaccidentecon los alimentos de es

tos animales, en una ocasión la formulación a base de Warfarina se mo

lió junto con e l alimento para cerdos, mu r iendo 56 de un total de 120. 

Se han dado casos se suicidio con Warfarina y en una ocasión se 

produjo contamina ción de hari na de trigo que al ser utilizada en la ela~ 

ración de l pan familiar dió por resultado que 14 ¡:.ersonas cayeran enfe_! 

mas y dos de éllas perdieran la vida. 

Así pues el trabajo que presento a la dig na consideración de us~ 

des, está encaminado a proporcionar un mayor conocimiento de la ac

ción y efectos patológicos de la Warfarina así como su est ima c ión cuan~ 

tativa en productos técnicos, formulados y productos biológicos en caso 

de sospecha de intoxicación o muerte por ingestión de dicho "."Odenticida. 

Esta sunbstancia está en contacto con el ser humano diariamente 

y la expone a graves intoxica c iones, razón por la que es necesario ha -

cer de l conocimiento público sus propiedades tóxicas con e l fin de que se 

proteja . Por e llo es que el señor Licenciado Don Pedro Ojeda Paullada, 

Procu rador Cenera 1 de la Rep[1blica permitió que e l presente trabajo 

se realizara en los laboratorios de la oficina de Peritos de la Procuradu

ría General de la Repúbli ca. 
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II. - HISTORIA 

En las praderas de North Dakota (Estados Unidos) y en las de Al-

berta (Canadá) el ganado se vió afligido por una afección muy frecue~ 

te que se agudizó especialmente en el invierno de los años de 1921 y 

l 922. 

Este padecimiento se observó generalmente en los animales jóv::_ 

nes los cuales presentaban tumefacciones subcutáneas que a menudo - -

eran denominadas como " Pierna Negra". 

Cuando se hacía la autopsia de estos animales, se descubrían he 

morragias internas más o menos extensas e n los tejidos y entonces se 

diagnosticaba la enfermedad como "Septicemia Hemorrág ica" . 

En la misma z ona solía suceder que animales aparentemente sa -

nos se desangraban hasta morir, des pués de operaciones como castra -

c ión o aserrado de los cuernos. 

Los primeros inves tigadores que es tudiaron es tos padecimientos 
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fueron Schofie ld de 1922 a 1924, Roderick de 1921 :i 193 1, Rode rick y -

Sha lk en 193 1. 

Shofi e ld e ncontró que los a nimales que comían trébol dulce de la s 

variedades Me lilotus oficinales y Melilotus alba, e n forma de heno o e'2_ 

s ilado que se había conta minado con mohos, adquirirían e l padecimiento 

que se caracterizaba por la disminución progr es iva de l poder de coagul~ 

c ión de la sa ngr e después de SO a 60 días de ingerir e l heno de trébol ch~ 

ce e nmohecido. 

El pensó que probable mente los hongos producirían alguna subs

tancia capaz de reducir la actividad coagulante de la sangre. La presen 

c ia de los hongos sobre e l trébol dulce fué pues por consiguiente consi

derada como señal de peligro a partir de entonces. 

En 1931, Roderick llegó a la conclusión de que la redu cción de la 

· actividad coagulante de la sa ngre se debía a la presencia de alguna o al

gunas substancias que se formaban en el trébol dulce echado a perder du 

rante el alma ce naje y que esta subs tancia originaba una redu cción e n la 

concentración de protrombina e n la sangre . Es ta conclus ión fue confir

mada por Quick e n e l año de 1937. 

Schofield y Rode rick e ncontra ron que s i el padecimie nto no esta

ba mu ? ava nzado, los animales podían s alva r se s i se les pract ica ba una 

tra nsfu sión de sa ngr e de a nima les sanos. 

En 1933 , Karl Pa J l Li nk y sus colaboradores inic iaron las inves 
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tigaciones tendientes a e ncontrar la substancia que causaba el hasta en-

ton ces desconocido y llamado " Padecimiento del Trébol Dulce" en la -

Universidad de Wisconsin. 

La investiga ción fué intensa y exaus tiva y se siguió has ta el año 

de 1941 cuando Ca m pbell y Link lograron aislar la substancia anticoagu_ 

lante del trébol dul ce y cuando Stahmann, Huebner y Link la identifica-

ron y la sintetizaron. 

Esta substancia es la 4 - hidroxi - coumarina 

O H 

~ 
U~)~ o o 

y la substancia que se forma por la acción de los hongos en el trébol dt:! 

ce almacenado, es un derivado de la 4 - hidroxi - coumarina: el 3. 3 me 

tilenbis 4 - hidroxicoumarina, hoy conocido como Dicumarol y cuya -

fórmula es la siguiente: 

O H O H 

(~~'"',~ 
Uo)~oo"loV 

En 1948, O' connor parece ser e l primero que trarn de hacer un 

r cx:lenti cida a base de un a nti coagulante, e ncontrando que una dosis rela -

t ivame nte grande de Dicumarol no te nía efecto tóxico sobre las ratas A!_ 

binas, perc- que cuando se da ba n peque ñas dos is diaria s: 2mg/kg . de pe 
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s o, e l animal moría e n un promedio de 14 día s des pués de la prime ra d~ 

s is . Por lo tanto la dos is le tal e ra de 28 mg . / Kg . de Dicumarol. Si se 

daba a la s rata s la mi s ma dosis distribuída en 3 dos is s uces iva s , la ca -

pacidad de coagulación s e reducía pe ro los animales lograban s obrevivir. 

En consecuencia, la dosis letal tenía un gran efecto cuando se daba en -

peque ña s dosis diarias o s i se administra en una sola dos is. 

La Warfarina, uno de los derivados de la 4 - hidroxicoumarina, 

substituidos en la posición 3 fué sintetizada en la Universidad de Wiscon 

sin e n el año de 1944 por Ikawa, Stahmann y Link. 

Este compuesto que en la experimentación se denominó" Com -

puesto 42" demostró tener una toxicidad mucho mayor para la rata bla~ 

ca que la del Dicumarol. La dosis leta l media para ratas de campo y ra 

tas grises se obtuvo con 5 dosis diarias de lmg/Kg. o con una sola dosis 

de 5 .0 a 6 . 0 mg./Kg. de peso con lo cual se volvió y aún es el princi-

pal producto utilizado en e l 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 ahí el nombre de " Warfarina". 
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I I I. - CA RACTERISTICAS FISICAS Y QUIMICAS 

DE LA WARFARINA. 

La Warfarina: 3 - (alfa acetonilbenzil) 4 - hidrox icoumarina es -

un ácido débil con la siguiente fórmula desarrollada: 

<jH3 
c=o 
1 

OH CH2 

OO:~"tJ 
Fórmula empírica 

PESO Molecular 308.22 

Nombre químico 3 - (Alfa acetonilbenzil) 4 - hidroxicou-

marina . 

Sinónimos: El nombre común aprobado por la l. S. O. 

es Warfarina. 

En Francia se conoce como Coumafene. 

En la Unión Soviética y en las Islas Nee..!: 

landesas como Zoocoumarina . 
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Otros nombres son Ma r evan, Coumadi 

na y Warf 42. 

Síntesis : Se prepara por conde ns ación de la 4 -

hidroxicoumarina con be nzalecetona en 

condiciones ácida s o básica s por una -

TH3 
c=o 
1 

reacci.ón de Michae l: ~ H3 
c=o 
1 O H 

~~ + 
U º) º 

H -
TH2 

'U có~~(] 
La forma racémica d, l, es sólida , cristalina, incolora, inodo-

ra e insípida . \ . 

Su punto de fu s ión es de 159 - 161 ºc. 

Es prácticame nte insoluble en agua, benceno, tetracloruro de -

Carbono y eter de petróleo; 

l. 7 mg. /100 mi. de agua a 20 °c 

4. O mg . /100 mi. de agua a 40 ºe 

7. 2 mg . /100 mi. de agua a 70 ºe 

O. 3 mg . /100 mi. de benceno a 20 ºe 

O. 015 mg. /100 mi. de tetracloruro de carbono. 

O. 00125 mg. / 100 mi. de e ter de petróleo . 

Es fácilme nte soluble e n a cetona y en dioxano: 

6 . 5 mg . /100 mi.. de acetona a 20 ºc. 

10. O mg . /1 00 ml. de Oioxano 
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Su forma enólica es ácida y forma sales con los metales: 

<¡:H3 
c=o 
1 

o)fu -1- Na 

La sa 1 de sodio formada es soluble en agua, pero insoluble en sol 

ventes orgánicos. 

La forma cetónica da la oxima correspondiente de punto de fusión 

181 - 183 ºe: 

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

de punto de fusión 205 - 210 ºe: 
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IV . - FORMULACIONES Y USO DE LA WARFARINA . · 

A) ROD E NTICIDA S . 

La Warfarina se vende bajo varias marcas como concentrados -

cuando contiene O. 5 3 de principio activo, en forma de polvos o en for -

ma de soluciones a cuosa s de sus sa les de sodio. 

Los cebos se preparan mezclando el concentrado con una base -

adecuada generalmente en proporción de 1: 19 con lo cual s u concentra

ción viene a ser de O. 025 3 como preservativo se adiciona un O. 3 a O. 5 3 

de para nitro fenal. 

A menudo el concentrado se prepara e n granulados que se espar

cen o extienden e n los luga r es frecu e ntados por las rata s , es tos prepar~ 

dos se adhieren a la s patas y la cola de las ratas y son ingeridos cuando 

se lame n pa ra limpiarse. 

En almacenes y es tablos donde la s r atas tie ne n acceso ilimitado 

a la comida pero no al agua, la Warfarina se proporc iona en forma de ~ 
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lución acuosa. 

b) MEDICAMENTOS. 

Para uso en el tratamiento de padecimiento de las coronarias, -

embolia pulmonar y en la prevención de coagulación de la sangre en el 

uso de válvulas artificiales en el corazón. 

Tabletas 25 mg. de W. como ácido libre o como sal de sodio. CA--

Solu clones. 
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V. - F'ARMACOLOGIA DE LA WARPARINA 

l. - MODO DE ACCION DE LA WARFARINA. 

En el organismo de los ma míferos, la Warfarina produce la mis 

ma acción que produce la deficiencia de vitamina K: se inhibe la sínte -

s is de protrombina, el complejo de proteínas plasmáticas especialmente 

importante en la coagulación de la sangre . La protrombina actúa como 

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

E l proceso de coagula ción de la sangre es sumamente complica -

do y existen var ias teorías para explicarlo, la prime ra y que podemos -

considera r como la "Teoría Clá s ica" porque reune los conocimientos a~ 

quiridos al final del s ig lo pasado sobre la coagu lación de la sa ngre es la 

de Morawitz basada e n la se ncilla ecuación: 

++ 
Tromboq uina sa +Ca + Protrombina = Trombina. 

Es ta teoría estuvo v igente por muchos años ha sta que la tremen

da expans ión de conoci mientos acerca de la coagulación de la sangr e la 
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hizo inadecuada, pero sus principios básicos siguen siendo una guía útil 

hasta nuestros días. 

Seegers en estudios sobre la coagulación de la sangre con facto

res de coagulación de la sa:igre son la trombina y la autotrombina C y 

que todos los demás fletares excepto el Factor VIII o Cofactor l de las -

plaquetas y el Factor V o A C Globulina son derivados de la protrom -

bina. 

Me Farlane, Davie y Rattnof proponen la Teoría de la Cascada -

en la que postulan que la coagulación principia con la actividad del 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 enzimático activo que a su vez activa al siguiente y así sucesi

vamente. En consecuencia, cada factor se vuelveactivador hasta que se -

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

En resúmen, podemos decir que los aspectos fundamentales del 

proceso son los siguientes: la Tromboplastina, activador de la coagula

ción que algunos autores consideran idéntica a la cefalina, se forma por 

la destrucción de las plaquetas al entrar en contacto con una superficie 

que la sangre humedece o con los tejidos da1iados. 

Esta substancia induce la conversión de la Protrombina que se e~ 

cuentra en la sangre a Trombina, la cual tiene ciertas propiedades enz!_ 

máticas; en esta conversión intervienen los iones calcio. 
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La trombina actúa luego sobre la proteína plasmática soluble -

que es e l Fibrinóge no convirtiéndolo en Fibrina, proteína fibrilar inso~ 

ble. 

El coágu lo es pues una red de fibras de fibrina e n las cua les se 

detienen los corpúsculos de la sangre y e l r esto del plasma. 

Para la determinación de la coagula ción de la sangre se usa a m~ 

nudo el Método de un solo paso de Quick que se considera el más adecu~ 

do e n el control de anticoagulantes porque es rápido, sencillo y da res~ 

tados reproducibles, o alguna de sus modificaciones. 

De acuerdo a Quick, la ve locidad de coagulación depende del co~ 

tenido de protrombina e n la sangre . 

E l denomina "Tiempo de Protrombina" al tiempo (en segundos)

que transcurre a ntes de la coagulación de la sangre. 

Puede determinarse también en relación al tiempo de coagulación 

de la sangre normal como" Indice de Protrombina". 

Indice de Protrombina : (T. P. N. /T . P. E.) 100 

T . P. N. E Tie mpo de protrombina e n sangre nor -

mal. 

T. P. E. r Tiempo de protrombina e n sangre de 

prue ba. 

Para la sangre normal el tiempo de protrombina es igual a 100. 

16 



A mayor inhibición de coagu la c ión de la sa ngr e, los tie mpos de -

protrombina son ma yores y los índi ces de protrombina son me nores. 

En la actualidad se sabe que e l tiempo de protrombina no depende 

únicame nte de e l contenido de protrombi na e n la sa ngre s ino qu e también 

inten ie ne la actividad o contenido de Fibrinóge no, del Factor V o Pro~ 

celerina y del Factor VII o Proconvertina y se han ideado métodos que 

determina n la actividad de estos factores solos o e n conjunto, como s on 

los métodos de Ware, Kolle r, Loe liger, Owren y otros. 

Sin e mbargo, como dijimos antes e l método de Quick es el que se 

usa generalme nte porque es, además de rápido, sencillo y reproducible, 

muy sensible a la disminución del contenido de factor VII o Proconverti

na que es e l fa ctor que disminuye primero en la administración de anti

coagulantes del tipo de la coumarina. 

Los 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 quími ca entre la Warfarina y la vita -

mina K es muy semej a nte, se ha pensado que la Warfarina actúa como 

antimetabolito natural de la vitamina K en e l sistema enzimático respon 

sa ble de la s íntes is de la s prote ínas plasmáticas que integran el Compl~ 

jo Protrombina, de manera seme jante a la función de a ntimetabol itos que 
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tienen la s sulfonamidas en las bacte rias, compitiendo con e l ácido fóli -

co. 

Según esta teoría e l organi s mo es incapaz de distinguir entre las 

dos s ubstancias permitiendo que la Warfarina se una a la s enzimas e n -

la s cuales la vitamina K debería entrar inactivándolas de ese modo. 

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

el combate de los roedores. 

Cua ndo estos animales ingieren dosis suficientes de Warfarina ~ 

ra hacer la sangre esencialmente in coagulable, presentan hemorragias 

internas y externas espontánea s acompañadas de emblanquecimiento y~ 

situd segu idas de la muerte ·aparentemente sin sufrimiento. 

Las proteínas componentes del Complejo Protrombina cuya sínte

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

Protrombina o Factor Il 

Preconvertina o Factor VII 

Christmas Factor o Factor IX (Autoprotrombina 11) 

Stua rt Factor o Factor X. 

Y cuyos niveles de concentración disminuyen de acuerdo a sus -

tiempos biológicos de vida media. 

Borchgrev ink , Egeler, Pool y colaboradores dete rminaron e l tie~ 

18 



pode vida media, del Factor U (Protrombina) después de blcx.¡uear su síE 

tesis en sujetos normales como 56. 9 horas, Hjort y asociados determin~ 

ron un tiempo de vida media de 60 horas. Posteriormente Borchgrevink 

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

ra el Factor II (Protrombina) en experimentos de transfusión. 

Helleman, Vorlat y Verstraete reportan 41. O horas de tiempo de 

vida con una velocidad de recuperación de l. 69 3 por hora en perros. 

Para el Factor VII (Proconvertina) que es el factor que disminu -

ye primero y en forma espectacular en la administración de dosis únicas 

de anti coagulantes de tipo Coumarínico. (O' Reilly encontró que su acti':2 

dad en el plasma de un individuo normal al que se le administró una do

sis única de 30 mg. /Kg. de peso corporal bajó del 1003 a solamente el 

73, 51 horas después de la administración de la droga). 

Helleman y colaboradores determinaron un tiempo de vida media 

de 6. 2 horas y una velocidad de recuperación de ll . 14 3 por hora en ex

perimentos con perros. 

Loeliger y colaboradores y Hjorr 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 y Roas y colaboradores de 5. 5 horas después de transfusión de sue-

ro a sus pacientes. 
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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 transfusión a pacientes con deficiencias de 

Fa ctor IX. 

Helleman determinó un tiempo de vida media de 13. 9 horas con 

una velocidad de recuperación de 4. 11 3 por hora. 

Para el Factor X Graham determinó un tiempo de vida media de 

68 horas, Duckert determinó 40 a 50 horas, Van der Esch determina 

30. 4 a 51 horas y Helleman reporta 16. 5 horas con una velocidad de re

cuperación de 4. 21 3 por hora. 

Loeliger y colaboradores probaron la disminución 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, encoE 

trando que la actividad de los Factores IX y X se deprime en cantidad li

geramente menor que la de los Factores II y VII y que la prolongación -

del tiempo de protrombina de 2 a 2 1/2 veces de lo normal parece corr~ 

ponder a una depresión de la actividad de los 4 factores del 100 3 a sola -

mente el 203. 

La Teorfa de Inhibición por Competencia no ha podido compro

barse en el trabajo experimental. Para que un mecanismo se considere 

de Inhibición Competitiva, es neces ario 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 simultáneamente Warfarina y v!._ 

tamina K, e ncontraron que la Warfarina inhibe parc ial o completamente 

el aumento del nivel plasmático del Factor VII de una dosis óptima de vi

tamina K
1 

en ratas con deficiencia en vitamina K pero no en ratas preví~ 

mente tratadas con el anticoagulante. 

Cuando la proporc ión de vitamina K
1 

a Warfarina se mantiene 

constante y la s dosis se aumentan, al principio aumenta la inhibición p~ 

ro al seguir aumentando la dosis desaparece la inhibición 

La dosis de vitamina K¡ necesa ria para que la inhibición desapa_ 

rezca es constante para todas las proporciones probadas y del mismoº..!: 

den de magnitud que la necesaria para producir un aumento considerable 

del nivel plasmático del Factor VII en ratas tratadas previamente con el 

anticoagulante. 

Estos resultados conducen a la hipótesis de que además de su -

mecanismo normal de acción, grandes ca ntidades de vitamina K pueden 

tener otro mecanismo de acción difere nte. 

Mientras la Warfarina inhibe la acción de la vitamina K1 e n el~ 

tío normal por un antagonismo no solo competitivo s ino también por un 

mecanismo no competitivo, grandes dosis de vitamina K¡ e liminan la i~ 

hibición actuando por un meca nismo diferente o en un sitio diferente que 

no es inhibido por e l anticoagulante . 
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Estudios posteriores sobre la acción de la vitamina K hacen sup~ 

ner que su papel biológico no es solamente dirigir o restringir la sínte

sis de los 4 factores de coagulación antes mencionados sino que también 

juega un papel muy importante en la producción de energía a nivel celu -

lar ya sea como pa ne de la cadena de transporte de electrones o en el -

mecanismo de la fosforilación oxidativa y en ese caso la Warfarina co -

mo antagonista de la vitamina K actuaría disminuyendo la síntesis de to

das las proteínas y no solamente las del complejo protrombina así Mar

tius y Netz Litzow as eguran que los anticoagulantes de la coumarina d~ 

sacoplan la fosforilación oxidativa en mitocondrias a is ladas inhibiendo 

la síntesis de proteínas ; con el objeto de comprobar estas teorías Judith 

Graham Pool y G. F. Borchgrevink hacen un estudio comparativo de la -

a cción de Warfarina sobre el hfgado de ratas en vivo y en vitro, llegan -

do a las siguientes conclusiones: 

l/o. Cuando la Warfarina se adiciona sobre rebanadas de higa -

do in cubadas en solución reguladora de carbonato, la sin -

tesis del Factor VII (Proconvert ina) se inhibe en propor -

ción al logaritmo de su concentración 

Como la producción de el Factor VII es variable , se deter 

mina su producción en mues tras de hígado i'1cubadas e n a~ 

senda de Warfarina y e l promedio se considera como - - -

100 % (pa trón) los nive les encontrados en las muestras in -

cubada s en presencia de can tidades cr ec ientes de Warfa~ 
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na se expresaron en porciento re lativo al patrón . AL gr~ 

ficar los resu ltados se obtiene una línea recta para Las -

concentraciones de 10-2 y 10 -S moles de Warfarina . 
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2/o. La adición de Warfarina sobre rebanadas de hígado incu~ 

das en solución reguladora de carbonato inhibe la incorp~ 

ración de glicina marcada con carbón 14 a las prote ínas t~ 

tales del hígado, de manera sim ilar a la inhibición del Fa~ 

tor VII La rnhib1ción fué proporcional al logaritmo de la 

concentración de Warfarina entre 10 -2 y 10 -ó motes 

Fig. l. Para esta determina ción se usaron las mues tras 

de hígado, 1Jtilizadas en la inhibición del Factor VII, esta 

inhibi c ión parece ref0rzar la teoría de que la vitamina K 

juega un papel importante e n la fosforilación oxidativa y -
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que la Warfarina como antagonista de la vitamina K desa -

copta di cha reacción y por lo tanto ejerce un efecto gene -

ral en el abastecimiento de la e nergía celular. 

3/o. Cuando la Warfarina se administra en vivo aparentemente 

sólo tiene una acción principal que es La disminución de -

los nive les plasmáticos delComplejoProtrombina '!que si 

hay desacoplamie nto de la fosforilación oxidativa, éste es 

tan pequeño que no interfiere con el transporte o la in cor -

poración de aminoácidos a las proteínas . 

4/o. La deficiencia de vitamina K que produce una disminución 

severa de la síntesis y de la cantidad de ComplejoProtroi:!2 

bina circulante en la sangre no tiene ningún efecto en vivo 

o en vitro sobre la incorporación de aminoá cidos a las pr~ 

reínas 

5/o. Que tos efectos de La Warfarina sobre el hígado son muy -

diferentes cuando la droga se administra e n vivo o en vi -

tro y que estas difere ncias s e deben fundamentalmente a 

las condiciones e n que se encuentran los tejidos, por ejei:!2 

plo: La Warfarina administrada en vivo llega al hígado d '.

suelta en e l pla s ma normal en ca mbio cuando se adminis

tra e n v itro va disuelta en solución reguladora de carbon~ 

to • En vivo e l Sistema Retículo Endote lial elimina rápid~ 
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mente el compuesto coumarínico del torrente sanguíneo, 

mientras que en vitro no funciona permitiendo que el co~ 

puesto llegue hasta las cé lulas de l parénqui_ma hepático . 

Couri y Wosilait usando como índice e l contenido de Adenin Din~ 

cleótidos y la incorporación de ortofosfato marcado con P 32 en los nú -

cleótidos hepáti cos de ra i:as vivas, encontraron que los anticoagulantes 

de tipo couma r íni co no tienen efecto sobre la fosforilación 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 oxígeno r e lativo a la peroxidación es -

taba disminuido 

Adlercreutz, Jurgens y Slatis proponen que las cédulas del Sist<:_ 

ma Retículo Endotelial son las que llevan a cabo la s íntesis de las prot~ 

nas del Complejo Protrombina o que de alguna manera puede n liberar o 

transportar el compues to coumaríni co a las cé lulas o sitios encargados 

de sintetizar el Complejo Protrombina y reprimir o inhibir su s íntesis o 

su liberación 

La cuestión de s i la protrombina te nía origen hepático o extra -h~ 

p.;tico fué resuelta mediante la aplicación de técni cas de inmunofluores -

cencia sobr e varios órganos de perros , bovi nos y seres humanos. Uni

ca mente un pequeño porcentaj e de cé lulas de l paré nquima hepáti co rea<:_ 
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cionaron con antiprotrombina fluorescente, ningún otro tipo de células -

del hígado, médula, bazo o de los nódulos linfáticos dió reacción positi

va a la antiprotrombina específica, las c~ lula s retículo endoteliales co

mo las sinusoidales o células de Kupffer no reacciónaron tampoco. Es

taba claro pues que la Protrombina o una substancia precursora existía 

e11 los hepatocitos y que su localización en ellos indicaba el sitio proba -

ble de s íntesis, o bien su lugar de almacenamiento Para comprobarlo 

se hizo fracc ionamiento celular y reacción inmunofluorescente . La pr~ 

trombina o su compuesto precursor se evidenciaron únicamente en e l 

microsoma y en la fracción soluble Los microsomas de perros defi - 

cientes en protrombina reaccionaron muy pobremente o no dieron reac

ción . 

Después de corregir la deficienc ia de protrombina con la ad!Tii -

nistrac ión de vitamina K se obtuvieron fracciones mi crosomales que de 

inmediato reaccionaron con e l reactivo marcado. Es to lleva a pensar -

que el s itio probable de s íntesis de las prote fna s del comp lejo trombina 

sean los microsomas y que la proteína soluble sea protrombina almace

nada. 

Cuando los niveles plasmáti cos de la protrombina es tán dentro 

de límites normales sólo e l LO - 20 % de hepatocitos de bovino y e l 26 -

30 % de hepatocitos humanos producen y almacenan protrombina pero -

hasta un 8t % de e llos son capaces de producir la ante un estímulo adecu~ 



do por ejemp lo la administración de vitamina K. 

La administración de Warfarina en dosis de 6 mg. /Kg. de peso

corporal por vía intravenosa dura nte 2 días produjo una deficiencia de -

Protrombina. 

A 1 hacer la r eacción de inmunofluorescencia la reacción de tos -

hepatocitos disminuyó considerablemente y no se llevó a cabo, aparent~ 

mente toda la Protrombina sintet izada antes de la inhibición por la War

fari na se había liberado a la circulac ión. Este dato da alguna informa

ción sobre la acción de la Warfarina e n la inhibición de la protrombina: 

La Warfarina no interfiere con la liberación de Protrombina de los hepa 

tocitos ya que de ser así se produciría una gra n acumu la c ión de Protro~ 

bina e n los hepatocitos y su respuesta a la fluorescen c ia sería muy gra ~ 

de en comparación con un estado norma l. 

La Warfarina pues de be actuar e n algún estad ío anterior ala co

plamiento del grupo antigénico '.ietermi na nt e de la Protrombi na. 

Además de la disminución de Protrombina la Warfar ina produce 

una desorganización del r e tículo e ndop lasmático de los hepatocitos y una 

disminu c ión de tos ribosomas. La administración rápida de vitamina -

K, restaura la organización del r e tículo endop lasmát ico y se aJmentan 

los ribosomas l ibres o combinados. 

En la década de los 00 se descubrió que c ie rtos ant ibióticos inter 
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fieren en la síntesis de protrombina. Por ejemplo la Puromicina cuya -

interferencia se efectúa a nivel del complejo ribosomal s-RNA impidie~ 

do la completación de la cadena polipeptídica. Los factores de coagula -

ción sintetizados en la s células del parénquima hepático tienen una velo

cidad de recuperación relativamente rápida, lo cual hace pensar que los 

agentes que interfieren la síntesis de proteínas pueden disminuir rápid~ 

mente los niveles plasmáticos de los factores circulantes. Si la Puro

micina interfiere en la síntesis de proteínas a nivel del complejo ribos~ 

ma s -R1'1A, es de esperarse que esta droga interfiera la síntesis de los 

factores de coagulación dando por resultado la prolongación del tiempo 

de protrombina. 

James Polson y W. Wosilait experimentaron el efecto de Puromi

cina en ratas a lbinas concluyendo que aunque la Warfarina y la Puromici 

na prolongan el tiempo de protrombina no podían aseverar que el sitio -

de acción de las dos drogas fuera el mismo. 

Si la Puromicina actúa impidiendo la síntesis de las proteínas en 

el hígado a ni\ el ribosomático su experimento indica que los ribosomas 

son susceptt\Jles a la acción de las drogas en la síntesis de los factores 

de coagulación y por consiguiente bien pueden ser los sitios de acción -

del anticoagulante, o su sitio de a cción puede estar en un paso subse -

cuente, por ejemp lo podría inhibir la adición de la porción no protéica a 

la nueva proteína formada. 
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E 1 tiempo de vida media dEi factor VII Proconvertina determinado 

después de la inyección de Warfcirina y de Puromicina es tan semejante -

que puede sugerirse que el sitio de acción de la s 2 drogas queda relativ~ 

mente cerca en la secuencia de reacciones que integran la síntesis de los 

factores de coagula ción. 

Aunque los resultados del experimento no prueban inequivocame~ 

te que la Warfarina actúe a ni ve l ribosomático parece que s u sitio de a <:_ 

c ión no está lejos de e l tos . 

D. V. Shah y colaboradores informan que la Puromicin2 inhibe e l 

efecto de la vitamina K e n ratas con deficiencia de vitamina K 

Robert Ols on demostró que la Actinomi cina D inhibe la produc -

ción de tos factores de coagula ción inducida por la vi ta mina K e n pollitos 

deficientes de ésta. En dosis que inhibe n la s íntes is de los factores de 

coagulación, laActinomicina también inhibe la s íntes is hepáti ca del áci

do ribonucle ico RNA formado a partir de adenosintrifosfato ATP. 

E t efecto de laActinomicina al bloquear la acc ión de la vitamina 

K concuerda con s u habilidad comprollada de bloquear la s íntesis del -

RNA dependiente de l DNA. 

Si se s upone que las drogas de la coumarina anragonizan e l e fec 

to de la vita mina K, parece pos ib le que e l s itio de es e ancagonismo pu -

die ra ser e l mismo. 

29 



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 estrucutra les responsables de la produc

ción de Jos cuatro factores de coagula c ión dependientes de La vitamina K 

Este modelo propone que en la porción de los cromosomas que -

contienen el DNA ccxiificado para la síntesis específica de una proteína 

dada, hay un grupo de Genes Estructurales adya centes, que están bajo 

el control de una ':;ene Operador situado junto a una de las cifras de di

cha codificación . Este operador permite o previene la transcripción e~ 

zimática de la información genética al 'RNA mensajero. 

La porción de ácido desoxiribonucléi co que actúa como Gene-Op~ 

rador está a su vez bajo el control de un Gene Represor que parece ser 

una proteína que se sintetiza a través de su propio RNA mensajero des -

de otro DNA ccxiificar:lo aue puerle estar o no en e l mismo cromosoma. 

Pequ eñas moléculas como susrratos, hormonas, etc., pueden 

combinarse con la proteína represora induciendo una transición alcsté

rica que modifica la afinidad del repres or hacia su respectivo sitio de -

a cción sobre e l ge ne ope rador específico. Fig . 2. 
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De acuerdo con la teoría de Ols on, la vitami na K inactiva la 

molécula del represor, permitiendo que e l O;ierador inicie la transcrip-

ción al á c ido ribonuclei co me nsaj e ro por los Genes Estructurales dando 

así origen a la formación de los cuatro factores de coagulación. Fig . 2. 
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En base a lo a nterior, la Warfar.ina debe interferir con la acción 

de la vitamina K sobre la s ubsta nc ia represora de jándola e jercer su ac

c ión sobre e l ge ne Operador con lo cual e l s iste ma no prod uce la s proteí 

nas espe cífi cas. Fig . 3. 

De ac'Jerdo a lo anterior Olson postula que la vita mina K actúa -

induciendo la s ín tesis de protrombina por un meca nis mo genéti co a l m~ 

difi car la s propiedades de la proteína r epresora y que s i los a ntl coag'J 

Lantes de l t ipo comarínico a ntagoniza n la acción de la vitamina K, es p~ 

s ible que su sitio de acción sea e l mismo: E l Gene represor.que r egula 

la expresión de información genética para la produ cción de los factores 

de coagula ción. Como es bien sa bido por var ios estudios que la intera~ 

ción entre vi tamina K y los ant icoagula ntes de la cou marina no se ajus ta 

al tipo de inhibición compe titiva o no competitiva , parece probable que 

la molécu la de represor tenga múltiples s itios a lostéricos para combi -

narse con la s drogas a nt icoagu lan tes o procoagula ntes . 

Estas observaciones no pudie ron ser confirmada s por Johnson y 

cola boradores que usaron .s iste ma s difere ntes para la dete rmina ción de 

los t iempos de Protrombina, tiempo de ad ministrac ión de los a nti bióti -

cos y forma y modo de administración de la vita mina. 

J D Sutiie trabajando con Actinomi cina D, Pu:romicina y Acido 

Orótico ma r cado con Carbón 14 sobr e ra ta s de la ra za Holtzma n deficien 

tes en vitamina K y e n hígado ai s lado y perfundido de mos tró que la trans 
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cripción del DNA no era necesaria ya que el hígado a is lado respondió la 

administración de vita mina K produciendo y libera ndo Factor VII en e l -

líquido de perfusión . Esta respuesta no se inhibió con Actinomicina p~ 

ro s í con Pur omicina. 

Los resultados de es te es tudio sugieren que e l sitio de acción de 

la vitamina K y por lo tanto de s us antagonistas e n la producción de los 

factores de coagulación es tá s ituado ma s allá o después de la formación 

del ácido ribonucléico me nsa jero espe cífico (mRNA ). Es te sitio o este 

pa s o ouede ser o puede es car proba blemente entre la formación del oép

tido nacie nte , en la separación del péptido de l ribos oma, e n la unión de 

la porción c::arbohidrato o e n e l transporte de la glicoproteína completa 

fuera de la célula. 

Anne Gaarder y Hans Prydz y W. H. Seegers postulan que los 4 

factores del complejo Protrombina s on g li coproteínas que se s intet iza n 

e n e l hígado y que pos ible mente s u s íntes is sea dife rente a la de otras -

g li coproteinas p la smáticas. La posibilidad má 3 aceptada es que estos 

factores se sinteticen e n las mitocondria s ya que la s íntes is de prote í- 

nas (o sea la incorporación de aminoá cidos ) se lleva a cabo e n dichos 

orga ne los . La loca lización de l Factor VII se hizo mediante una técnica 

de centr ifugac ión fracc ionada e n homogenado de cé lulas hepát icas . 

Los Factores VII y X fu eron aparentemente loca !izados e n la fra~ 

c ión microsomática como era de esperarse tratándose de proteínas pla ~~ 

má ticas. 



Nada o muy poco de los Factores VII y X se encontró e n tas mno

condrias, lisosomas y microcuerpos. 

Ta mpoco se obtuvo evidencia de la loca l iza ción de proceso bias in 

tético e n las mitocond r ia s con el experimento, aunque no se puede ex -

cluir la posiblidad de que lo ha ya . 

La fracción microsomal es heterogé nea y sus e nzymas se d ist:rj 

buyen e n diferentes subfracciones. Para loca lizar e l Factor VII en las -

s ubfra cciones se centr ifugó a través de gradiente de s uerosa, la frac - -

cción microsoma l pesada que sed ime ntó a 18 000 x g , usá ndose enzimas 

microsomales marcadas y microscopia e lectrónica para identificarlo. 

Se centrifugó a 61000 x g y a 26000 x g. 

La má xima actividad del t<'actor VII se e ncontró e n la parte s upe

rior o fra ccióñ 2, ta s mi tocondria s, lisosoma s y mi crocuerpos se toca -

!iza ron e n la parte baja de l grad ie nte. 

Las preparaciones para la microfotografra e lectr óni ca se fijaron 

con tetraoxido de osmio, se deshidrataron con a cetona y se e mbebieron 

en Vestopa l. 

En ta fracción 2 se obtuvieron 2 capas, la del fondo de color ca

fé rojizo forma da por ribosomas Libre s y ta s uperior blanco g r isásea -

formada por peque iias ves ículas suave s homogéneas . 
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No se observaron membranas rugosas ni otras partículas . 

E l Factor VII y las membranas suaves de la fracción 2 se sedi

mentaron en el fondo del tubo cuando se agregaron 10 mM de MgC1
2

. 

Este experimento demuestra que el Factor VII y las e nzima s mi

crosomáticas se localiza n en partículas con diferentes grado de sedime~ 

ración . 

Puesto que el Factor VII debe salir al plasma y las enzimas son -

proteínas intracelulares esta separación sugiere una localización dife -

rente de estas proteínas en el retícu lo endoplasmático. La distribución 

de albúmina como una proteína típica de " Exportación'º se investigó por 

difusión en gelosa con suero antialbúmina específico. · Todas las fracci~ 

nes dieron lfneas de precipira c1ón con e t anticuerpo específico con exceE 

ción de las dos subra cciones mi crosoma les, por lo que se s upone que el 

Factor VII de las membranas suaves no se incluía en e t tra nsporte de -

las prote ínas de " Exportación " e n e l mome nto e n que se extirpó e l híga

do. 

El Factor Vil purifi cado contiene carbohidratos y es posible que 

a e llo se de ba la localización diferente de la albu mina. Estud ios sobr e 

la libera ción del Factor Vil de la 2/a fra cc ión mi crosoma l indican que -

es tas panícu las es tán involucrada s e n un paso fina l de la bios íntes ts de l 

FactorV llo que son un lugar de almacenami e nto temporal del cual pue 

de li berarse e l Factor Vil probable mente por un me canismo enzimático. 
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Debe ser pues la fracción microsomal correspondiente a las 

membranas suaves el lugar de un paso final en la terminacíón de la pro_ 

reína específica del factor VII y también su sitio de almacenamiento, co 

mo precursor del Factor VII plasmático. 

Los estudios inmunológicos sobre el Factor VII indican que es -

una Glicoproteína y suponiendo que su biosíntesis no es fundamentalme~ 

te diferente de las de otras glicoproteínas y que si la Cicloheximida, P~ 

romicina y Actinomicina D tienen esencia !mente el mismo efecto sobre 

la síntesis delpolipéptkloyladel ácido ribonucléico mensajero como la 

tienen sobre la síntesis de proteínas y ácido ribonucléico en general se 

puede proponer un esquema tentativo para la biosíntetis del Factor VII. 
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La finalización en el paso 1 puede representar la adición de car-

bohidratos a la cadena polipetídica. El pa s o Il es ta reacción que se 11~ 

va a cabo en las fracciones -microsomá tica s suaves, puede s e r la unión 

de carbohidratos, el establecimiento de pue;1tes disulfuro o aspectos re 

lacionados con la estructura secundaria o terciaria de l::i proteína. 
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La Cicloheximida y la Puromicina inhibe n de inmediato la sínte

s is de la s prote ína s en ge nera l en un 95 3 en cinco minutos y e l 97 3 e n 

35 a 40 minutos , en ca mbio la redu cción de l Factor Vll por la Warfarina 

no se efectúa sino hasta los 90 - 120 minutos, tal periodo de la tencia indJ 

ca que e l punto de acción de la Warfarina está mas allá del sitio de ac -

c ión de los inhibidores de las proteínas. 

Los e studios inmunológicos he chos con s ue ro espe cífico para e l 

Factor X han pues to e n ev ide ncia la e xiste ncia de una molécula que da 

r eacción cruzada con e l s ue ro anti X (Precursor de l Factor X sin activi

dad coagulante ) e n la sa ngre de pacientes accidentalmente sobredosifica_ 

dos con anticoagulante. De mane ra semejante se ha e ncontrado un pre-

curs or ina c tivo para e l Factor ll . 

Los r equerimie ntos mínimos para que estos compuestos sean -

considerados como prec ursores es que sean cadena s comple tas o casi -

comple ta s de polipéptidos . Es tos datos concuerdan con los resultados ob 

te nidos e n e l estud io de l Factor VII, indicando que la Warfarina actúa de~ 

pués que la s íntes is de la cade na polipeprídica se ha completado. Por -

otro lado , la finalización última y e l transporte de l Factor VII fuera de la 

célula están mas allá de l pa so de inh ibición de la Warfarina por lo que es 

de s uponer que e l punto de acc ión de la droga está e n e l acoplamiento del 

g rupo ca rbohidratado en la cade na polipep rídi ca. H.J . Knie r e im y A.B . 

Cha ndle r informan que la admini strac ión de Warfarina a ume nta e l ti empo 



de agregación de las plaquetas e n un 30 3 de lo normal. 

Además de su efecto anticoagulante la Warfarina como todas las 

drogas de l tipo comarínico tiene acciones farmacológicas que no están r~ 

lacionada s con la coagu lación de la sangre como son: 

Depresión de l músculo cardíaco. 

Depresión de la contractibilidad de la muscula tura lisa. 

Va sod ila ta ción. 

Uricosuria. 

Acción a ntibacteria na . 

Sin embargo e n experime ntos que O' Reilly y colaboradores lleva -

ron a cabo para comparar los efectos biológicos y la farmacodinamia de la -

Warfarina e n 6 sujetos normales cuyas edades fluctuaban e ntre J2 y 63añas -

seobservóquelaadministracióndedosissuperioresa 800 mg./Kg. no 

producen efectos la tera les, solo ocasionalmente se produj e ron vértigos y 

dolor de cabeza ligero una hora después de la administración de ladro -

ga. Estos e fectos tie nen corta dura ción una hora más o menos. 

2. - FARMACODINAMlA DE LA WARFARINA. 

A1Jnque la Warfar ina ha ~enido a.11plio us o en e l tratamiento de -

los desórde nes trombJélicos, hasta e l año ::Je 1955 no existían info rmes -

de s u disposición fisiológica e n e l hombre , probable mente por la fa lta de 

un método adecuado de identificación y evaluación e n fl uidos biológicos. 
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En 1953 Yuyama, Coto y Umezu, describen un método colorim~ 

tri co oara la est imación de Wa rfarina e n ratas, pe ro aparente mente este 

método no se apli có a productos biológicos humanos . 

We iner, Brodie y Burns , e n 1955 propusie ron que e l tiempo de -

vida media de la Warfarina e n e l hombre e ra de 90 hora s pero no inclu -

yeron e n su informe datos s ufi cientes para r espaldar su aseveración ni -

e l método de prueba que usaron. 

No fue s ino ha s ta los años de 1960 a 196 2 e n que Wanthorp y 

o· Re illy desarrollaron un método color imétrico y un método espectrofo

tométri.co respectivamente para la determinación de Warfarina e n fluídos 

biológicos cuando e mpi eza la investiga ::ión de la fa rma coclinamia de la -

Warfarina e n e l hombre . 

O' Re illy , Paul M. Agge le;r y Lois Leong invest igaron la farm~ 

codinamia de la Warfarina en 2 g rupos de s uj e tos normales a los que ad

ministra ron la dr oga por vía ora l e intra ve 11osa . 

E n e l pr ime r grupo , 14 voluntarios cuyas edades flu c tuaban e n

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

a) Respuesta a una dosis es tandar de L. 5 mg. /Kg. de peso cor 

pora l. 

La máxima concentradón de Warfarina en plasma se obtiene e n 

2 a 12 hora s . 
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TABLA l. 

s E s D 
u d e o 

s a X i 
d o s 

:-0 -1 
mt 

so M 100 
N' -2 JI 'l 100 
N.J 40 M 110 
N -4 46 F "" N ·S 4J M td 
N-6 J6 F ºº N -7 41 M IJS 
N ·8 l1 F 1S 
N ·9 28 M !05 
N -11 JI M llJ 
N-12 J2 M llJ 
~ - 1J "' M llJ 
S - 14 J6 F 

" N- IS " F 85 

SD 
Coeficiente de 
de varia - -
ci6n en % 

o.o 1.9 
o.o 

J.U 1.0 

o.o 1.1 
#'; .h 

CON CENT RA C ION D E WARFARINA EN 

SUJETOS NORMALES DESPUES DE UNA 

SOLA DOSIS. 

Concentracion de Warfarina 

lj 12 " J6 .. " 06 l!O qt 

mz/ f. (l fo Jlll •I 

J .J ("!.() º·' 10.X 8.6 S.6 ' ·º l .1 0 .8 o.o O.O 'º 8.' 0 .1 Q,!'I 11 .0 8 .. t 7.7 6 .J 1. 1 J .0 u •• 
l l .0 IJ .! 1'4 A Q.6 .. , i.S 5 s u J .0 18 
11.1. \ l,Q 0 .8 ti.O ~ .5 5. 1 •.s J .J l .. ' u 

8 .6 8 .6 7.11 5 . i .., J .J .u 16 
U.4 1.U 1? .i 8 .8 6 . 1 .J.5 1.8 l.S 1.0 o.o , ; 

l i .h l i .. \ IS .O IS.O 12.4 7.0 1.'' 5. 1 J .6 ! A l .O 'º 
l ! .7 11. 7 12 .9 11." •1. 1 R.l 5.'I J .6 l.i 1.1 JI ... 8.0 11.5 11.4 11 .0 8 .6 8.0 6 .0 u .t.ó !.8 ·'º 11.4 15 ..& 17.5 14 .0 º·º 8 ,CJ 6.6 4 . ! J .6 l.O 52 

0 .6 l .8 IJ .8 IS .O lfl.S º·' 6.6 ... !A 1.9 Jo 
J .6 12 ,Q 11 o 10.2 ... 6.0 u J.! !A l.J ;¡ 

11.f'o 11.fl 11 .. t 0 .1 6 .5 5.l J .6 u o.o o 11 11 
11.V 11. i ll .l S. I 6 .8 5.3 .! .U ! .O 16 

11..? 11.J 11 .i 10 .g S.O 6 .0 .5.J Ji !A l.S H 

± J .8 ± l.J ± 2.0 ± ! . I ± u ± ... ± 1.1 ± ... = l. ! ~ 1.1 = l ! . I 

H . 10 16 'º 15 '8 J I J8 sn '3 ,. 

T 1/2 - Tiempo de vida media de la Wa r farina en e l plasma. 

Dosis l. 5 mg. /Kg. 

Durante la fase de e liminación la concentración disminuye expo-

nencialmente alcanzando valores de U. O a 3. O mg . /L a las 120 horas. 

E l tiempo de vida media es de 15 a 58 horas con una media de 42 hora .:; . 

La actividad de l complejo protrombina s e r educe significativa 

me nte a la s 24 hora s alcanzando los máximos de redu cc ión e ntr e 36 y 72 

horas Tabla 1 

41 



TABLA L - RES PUESTAS DEL CDMPLEJO DE PROTROM 
BINA EN SUJ ETOS NORMAL ES DESPUES DE 
UNA DOSIS 

Acti vidad d e l Complejo Pro tro mbina 

Suj . Horas 24 36 48 72 96 120 144 

o/r d e oormal 
N-J 44 27 28 31 60 65 71 
N- 2 46 22 19 20 42 49 54 
N- 3 30 24 13 09 09 11 12 
N-4 43 25 18 J7 23 29 41 
N- S 34 20 16 17 1R 25 
N- 6 36 33 28 .'i2 80 90 100 
N- 7 35 20 12 16 21 36 4R 
N- R 33 22 16 l R 32 30 45 
N- 9 39 22 17 17 22 25 33 
N- 11 37 14 1 1 14 2:>. 33 
N-12 25 IS 11 
N- 13 41 23 16 14 22 35 
N- 14 32 22 21 28 38 46 65 
N- JS 43 15 13 21 28 39 

37 23 1 R 20 32 36 46 
:!: 6. o Z4. 5 :t5. 3 !1 l. 5 !2,1. 7 !¡ 9. 9 !21. 6 
16 19 29 .57 64 SS 47 

Dosis : l. 5 mg/Kg. 

Existe un alto grado de correlación e ntre la conce ntración de l -

pla s ma a las 48, 72 y 96 hora s y e l tie mpo de vida media de de saparic ión 

de la Warfa r ina. así como entre la concentra ción e n plas ma v e l grado de 

di s minución de la a c tividad del comple jo protrombina. 

b) Absorc ión 

La dura c ión de la absorc ión ga s trointes tinal dete rminada por e l 

tie mpo en que comienza la desaparic ión e xponencia l de la droga, fu e de 

6 a 24 .1oras despus de la administ ra ci ón de una so la dos is de Wa rfa r ina. 

La ca ntidad de abs orc ión ga s trointest inal se midió por la concent r ación 

de Warfarina e n e l conte nido intes tina l después de la admini s tración oral 
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o intravenosa. No se encontró Warfarina en e l contenido intestinal ni 

aún después de administrar 6 mg. /Kg. de peso, por lo cual se considera 

que es completa. 

El volumen de distribución aparente expresado como porcentaje 

de peso corporal está entre los límites de 9. 8 a 15. 8 con una media de 

12. 8. E l espacio de la Warfarina es et mismo que et de ta albumina. 

c) Excresión 

No se determinó Warfarina inalterada en el contenido intestinal 

ni en la orina pero en cambio se determinaron grandes cantidades de un 

metabolito e n la orina. Et tiempo necesario para que se excretara el -

50 3 de e t metabolito fue de 19 a 49 horas. 



TABLA lll. - EXC RESION DE METAIOLITOS EN LA ORINA EN 5 SUJETOS NORMALES 

Tiempo de 
excresión 

IH. 11/ P AD. T IEMPO EN HO RAS so fo 

111g. m¡¡:/ k!(. o 6 14 24 3ó 4S 72 96 120 144 

N- 1 100 . 1..5 Oral o. o 7. 4 7. 2 l. 2 o. 4 o. o o. o 26 
o. o 7. 4 14. 6 1.5. 8 16. 2 16. 2 16. 2 
o 46 90 98 100 100 100 

1..5 lv . o.o 15. o 5. 4 l. 8 l . 5 o. s o. o 19 
o. o 15. o 20. 4 22. 2 23. 7 24. 2 24. 2 
o 62 84 92 98 100 100 

N- 2 100 1..5 Ora l o. o 6. 2 14. o 9. 0 5. o 2. o 46 
o. o 6. 2 20. 2 29. 2 34. 2 36. 2 
o 17 56 81 94 100 

l. 5 lv. o. o l. 6 2. 3 2. 7 9. 9 6.0 5. 4 3. 1 l. 3 47 
o. o l. 6 3. 9 6. 6 16. 5 22. 5 27. 9 31. o 32. 3 
o 5 12 20 51 70 86 96 100 

N- 1 120 1. .5 Oral o.o 4. 3 9. J 5. 1 3. o l. 8 ll. 7 44 
o. o 4. 3 13. 4 IS. S 21 . 5 21. 3 24. ' l 
o 18 56 77 <lU Q7 100 

N-4 60 1. .5 Oral o.o l. 6 2. 3 2. 7 J. 3 o. 3 49 
o.o l. 6 3. 9 6. 6 7. 9 8- 2 
o 17 48 81 96 100 

N-1 :2'Yl 3. o Oral o. o 3. 1 12. 4 10. 6 11. 4 3. 8 2. 9 l. 5 l. o 22 
o. o 3. 1 15. 5 26. 1 37. 5 41. 3 44. 2 45. 7 46. 1 
o 7 33 56 80 88 95 98 100 

N- 13 600 8. o lv . o.o 49 5 1 48 32 43 30 4 3 1 
o. o 49 100 148 180 223 253 257 
o 19 39 58 70 87 98 100 

S =Sujeto 

DT= Dosis Tota l 

D/P = Dosis por Peso Corporal 

Ao~ Administraci6n. 



En e l segundo grupo: 6 voluntarios de edades entre 32 y 63 años 

se hicieron las siguientes observaciones: 

a) Respuesta de l complejo protrombina. 

La respues ta e mpieza a ser notable a la s L2 hora s después de la 

administra c ión de la droga, llegando al máximo en 36 a 96 hora s y regr~ 

sar a los límites norma les en 4 a 14 días : Fig. 4. 

- Tiempo e n horas 

Actividad de Pro
trombina en % 

La concentración de la Warfarina e n el plasma se e mpieza a e le 

var media hora después de la administración alcanzando los máximos ni -

veles en 3 a 9 hora s , seguido de un periodo de equilibrio que dura var ias 

hora s durante la s cuale s e l nive l plasmático disminuye más rapidame nte 

que en un proceso de primer orden. Después de 18 horas la e liminación 

fué exponen cial. F ig. 5. 
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Concentración de War 
farina en mg/lt. de -: 
plasma. 

b) Absorción 

,. 

- Tiempo en horas 

La •1elocidad de absorción gastrointestinal se ca lculó de la ve lo-

cida-:1 de aparición de la droga en el plasma. La velocidad medible em -

pieza media hora después de la administración a lca'1za ndo su máximo 

e n 2 hora s y luego declina rápidamente hasta llegar a cero e n 8 horas -

Fig. 6. 

Concentración de 
Warfarina en -
mg/ lt. de pl~ 
ma. 

.3Z. 

16 

,. 

2 6 8 lo 

- Tiempo e n hora s 
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Al dar 3 dos is difere ntes de Warfarina a un mismo individuo: 

50, 100 y 200 mg . la s dosis mayores produj eron una ve locidad de abso2: 

ción ma yor y más rápida e n tanto que la dosis menor alcanzó e l máximo 

con lentitud . La duración de la absorción fué la misma para las tres do-

sis, pero la configuración de cada curva fué difere nte . El área corres -

pondie nte a cada curva es di.rectamente proporc ional al tamaño de la do-

sis. Fig . 7. 
120 

&O 

40 

o 

c) Excresión. 

2 

Warfarina Dosis oral 

4 

0---0 200mg 

·---- 100 mQ 
<>---O 50 m'.l 

6 

En pruebas r epe tidas a individuos normales que tomaron dosis 

de Warfa:dna de 800 mg. se encontró me nos de l 13 de Warfarina inalte-

rada e n la orina. En e l conren ido intestinal no se e ncontró Warfa :-ina. 

En la orina se e ncontró un me rabolito que r epresentó casi e l -

30 3 de la dos is admi11istrada. La excres ión de l me ta boli to s igue un es-

quema in,·ariable para dife r e ntes dosis de Warfarina : La velocidad es -
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muy le nta inicialme nte , alcanzando s u má ximo e n 12 a 60 hora s . Casi e l 

90 3 de l me tabolito se e xcr e ta e n 96 horas y e l 993 e n 144 horas. 

d) Unión de la Warfa r ina a prote ínas pla s mática s. 

En muestras de plasma de paciente s que ingirie ron dosis de Wa! 

farina se de te rminó por ul tra ce ntrifugación que e l 97 3 de la Warfarina -

e stá unida a la albumina . La unión de la Warfarina a la albumina proba -

ble me nte afecte la dura c ión y la inte ns idad de a cción de la droga prote -

gie ndo al organis mo contra su e fe cto farma cológico total , por inactiva -

ción te mpora l e n un r eser vorio circulante que está e n equilibrio con la -

forma a c tiva libre de la droga, impidie ndo a s í su a cce s o a los s itios de 

a cción de me tabolis mo y excr e sión . 

La Unión a la albumina es bastante fu e rte y por eso se expli ca 

que no e ntre a los g lóbulos rojos a al fluido cer e broespinal que 110 apare~ 

ca e n la orina y que s u volume n de dis tribución sea idéntico al espa cio co 

rre spondiente a la a lbumina. 

Sin e mbargo, es ta unión puede mod ifi carse por la presencia de 

otra s ubs tanc ia con una capa cidad de unión s upe rior modifi ca ndo la s oro 

piedad es farma ::ológi cas de la droga . Por e je mp lo la acti vidad an ti coag~ 

la nte de la Wa rfa rina se incre me nta notable me nte e n vivo cua nd o se ad mi 

ni st ra con feni lbutazona y este increme nto puede atr ibuirse a un aume n -

to e n la concentr ación de Warfarina libre en los s itios de acción de la -
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mi s ma . 

Nagashima y Levy trabajando con rata s , pe rros callejeros y m~ 

nos r :1esus e n un 1Jstudio comparativo de la farmacocinética de la Warfari 

na e ncontraron : 

a) Después de la inyección intravenosa de 2 dosis de Warfa r ina 

en rata. 

l. - La concentración de Warfarina en pla .s ma disminuye e~ 

ponencialmente y sólo hay un aumento ligero en el volu_ 

rnc 1 aparente de distribución cuando se aumenta la do-

sis . Fig. 8. 

Concentración de 
Warfarina en plas 
ma m. c.g./G. m-: 

30 

Ti e mpo en hora s 

E l ti e mpo de vida media de la Wa r fa:r ina pa ::-ece dis minuir ligé:!· 

r a me nte con e l in c r e me nto de la dos is , per o los datos son ins uficie ntes 
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para establecer con certeza esta dependencia. 

TABLA IV 

Animal Peso Fecha de Dosis T l/2 V.d. 

No. Kg. Dosis mg¿K~ horas mi. ¿Kg_. 

6 0.39 6/14 12.5 9. 8 130 
U.43 6/21 4.0 l l. o 11 s 

7 0.37 6/14 4.U 9. 7 110 
0.36 6/21 12. 5 9.0 120 

b) En perros. 

l. - La concentración en plasma declina exponencialmente con -

un tiempo de vida media de 21 horas. Fig. 9. 
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Concentración de War
farina en Plasma, 
mcg/ml. 

"º 10 

Tiempo e n horas 

2. - No ha y un ca mbio pronunciado e n e l tiempo de vida media 

ni e n e l volumen apare nte de distribución al aumentar la -

dosis: 

TABLA V 

Animal Peso Fecha de Dosis T 1/2 Vd 

No. e n Kg. dos ifica- en h ml/Kg. 

c ión. mg/Kg. 

6 L') 11/21 l J 24 1400 
10. 3 12/ 12 2 22 140 

7 8.4 11/ 21 2 21 155 
8. l 12/ 12 10 22 175 

La droga s e administró intravenosame nte. 
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C). - En M')nO R'1esus . 

l. - La e limina ción de Warfarina de plasma de mono Rhes us es 

depe ndie nte de la dosis aunque la con ce ntración d is minuya 

exponencialmente: F ig. 1 O. 

Concentración de 
Warfarina en 
mcg./ml. 

100 

0.4 

• 

Tiempo en horas 

2. - El tiempo de vida media aumenta con e l incremento e n la 

dosis . 

Se observa un marcado aume nto e n e l Volume n de distribu 

ción apare nte cuando se aumenta la dos is a unque bien pue -

de ser un arte facto de bido a una disminución inicial e n la 

ve locidad cons tante de e liminación por la adminis tra ción 

en gra ndes dos is . 
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TABLA VI 

Fecha de I'osis T!h. Vd 
dosifica - en 

A:ümal No. Peso Kg. ción mg¿Kg. ml¿Kg. 

1 5.0 12/28 l 7.2 125 
5. 0 1 / 4 4 'L5 105 
5. 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 s e sintetizan en la tabla si-

guiente: 
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TABLA VII 

No. de A ni males Dosis e n T! H. V 
mg/Kg. mq/Kg. 

RATAS. 
2 4 10.4 113 
2 12. 5 9. 4 12.5 

PERROS. 
2 2.0 22 . 0 148 
2 10 23 158 

MONOS RI-I ESUS 
2 l. o 7.6 143 
3 2.0 11. 3 113 
4 10.0 14.4 174 

HOMBRE 
2 l. 5 29.0 122 
2 3.0 37.0 129 

30 l. 5 43 + 10 

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

ras e n ratas para la Warfarina. 

lkeda y colaboradores informan un tiempo de vida media de 9 h~ 

ras en ratas. 

Hunninga ke y Azarnoff informan un tiempo de vida media de 29 

horas e n perros. 



De estos es tudios pode mos concluir que las ratas y los monos -

e liminan má s rápidame nte que e l hombre y e l perro la Warfarina . 

La cantidad de Warfa r ina e limi nada por e l mono depe nde de la -

dosis administrada. En la e liminación de la Warfarina e n e l hom bre no 

no observa esa dependencia , proba l:Jlemente por la gran potencia de la -

Warfa ::-ina y consecue nte me nt e s u dos is mas ba ja. Aunque de hecho se -

gún los tra bajos de O' Reilly y colaboradores s ug ieren, e l tiempo de vida 

media de la Warfarina e n e l hombre aumenta con e l increm ento de la do 

sis. 

3. - RELACION ENTRE LA ESTRUCTURA QUIMICA 

Y LOS EFECTOS FA RMA CODINAMICOS DE LA 

WARFARINA. 

Que la Warfarina como todos los anticoagulantes de la 4 - hi --: 

droxicoumarina actuen competitiva mente como inhibidores de la vita mi-

na K parece probable si comoaramos sus fórm ula s estructu ra les : 

3- alkil 4 - hidroxicouma r ina 
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2 me til - 1 4naftaquinona o 

Me nadiona (Vi tamina K) 



La vitamina K
1 

natural difie r e de La rne nadiona e n que tiene un 

grupo phitilo e n la posición 3 y e n que es Lipos oluble . 

Smith, Fradkin y Lake y en 1946 y Smith e n 1947 e ncontraron -

que ciertos derivados de La 3-hidroxi-l,4 na ftoquinona que e n la posi ción 

2 tenfan radicales con 6 ó má s á ;:omos de carbono actuan como anticoag~ 

Lantes . E n s u fórmula es tructural estos derivados concuerdan más con -

la menadiona que con los anticoagulantes de la coumarina: 

3h idroxi - 1, 4 na ~toqu inona Me nadiona 4 -hidrox.icoumari 

na. 

Knoblock, Kaha c y Ma cha e n e l año de 1952, demostraron espec 

trográfica y potenciométricamente que en solución ha y un equilibrio tau -

to-mérico entre la 4 - hidroxi coumarina y e l 2 - hidroxicromano: 

(Ú
O H 

:--º " o 
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A nH de 7 - 8 e l equilibrio se despla za fuerte me nte hac ia la de -

r echa y los iones croma no totalme nte disociados s on los que cau s an e l 

e fecto de inhibición de la coagulación. 

En e l a ño de 1943, Sta hma nn, Walf y Link de mos traron que las 

propiedades anticoagulantes no es taban ligadas a un compues to s imétri co 

como la 3, 3metile nbis 4-hidroxicouma r ina (Dicumarol) s ino que las m~ 

ma s propiedades se obtie ne n s i la 4-hid r oxicoumarina está unida a gru-

pos adecuados e n e l átomo 3 que a mayor fue rza de unión de los grupos -

alkilo en la posición 3, mayor es el efecto anticoagulante y que los gru ~ 

FklS arilo produce n mayor e fecto que los grupos alkilo. 

Si s e pie rde el oxígeno heterocfclico e n la 4 - coumarina, s e ob 

tiene e l compuesto denominado lndano 1 - :; diana, lndanediona o lndan -

diana. 

~R 
~~ 
Derivados de la 

4-hid roxicoumarina 

~R 
lJ lo 

Derivados de la 

Inda nediona 

G&A 
11 OH 
o 

Derivados de la 3 h i 

d roxi, l -4naftoquinona. 

Ka ba t, Stolhma nn y Smü h e n e l a ño de 1944 y Jurge ns e n e l año 

de 1 :}53, de mos tr aron que varios derivados de la Inda nd iona s on ant i coa -

gulantes e fectivos . Es tos de riva dos es tá .1 r e la cionados a los compuestos 
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coumarínicos des.de e l punto de vista quími co y farma codinámico por lo 

cual se les cons ide r a como anticoagula ntes couma r ínicos . 

E n e l a ño de 1948, Mentze r propuso que la s propiedades anti co~ 

gula ntes de un compues to químico se de bían a la presencia del g rupo: 

-C = C - C -
1 1 H 
OH R O 

que es tá presente e n los de rivados de la 4 - hidroxicoumarina , indandio-

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

cx5c: o\R 
o 

«x:H ~ o 

o 
Derivado de la Derivados de Derivados de la 3hidroxi, 

4 -h idroxicou marina la inda ndiona l -4naftoquinona . 

Esta aseve ra ción se confirma con la 2 fe nil, 2 metil indandiona 

que no tie ne a cción anticoagulante : 
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La presencia del grupo metilo impide la tuatomerización ceto -

enol. 

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

2, 2 metilen bis indanediona 3 que poseed grupo - C=C - C -
1 1 11 

no tie 

OH R O 

ne propiedades a nticoagulantes: 

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

po si tiene propiedades anticoagulantes: 

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

bH k ~ 
pero con rliferente rar:lical en la pos ic ión 2, tienen diferentes propiedades 

de acuerdo a la natural eza del radical, a lgunos tienen efectos de vitami--

na K, otros son a nticoa gulantes y a lgunos otros no tienen ningu na de estas 

propiedades. 

5 ') 



Parece ser que la solubilidad e n lipoides s i es un requisito nec~ 

sario para que un compues to e jerza s u a cción anticoagulante. Y es evi

dente que no es ne cesario que exista únicame nte un determinado grupo -

atómico sino que de be ex istir una cierta configuración es tructural tanto 

como dete rminada s condiciones de s olubilidad . 

4. - METABOLISMO Y METABOLITOS DE 

LA WARFARlNA . 

Después de la introducción de la Warfa r ina como rodenticida y 

a pesar de que ha sido e l anticoagulante oral usado con más frecuencia -

en el tratamiento de pacientes con padecimientos tromboélicos , la infor

mación correspondiente a su metabolismo es insuficiente . 

Los primeros es tudios sobre e l metabolismo de la Warfarina se 

habían r es tringido a anális is de los datos obte nidos sobre los nive les pi~ 

má ticos de la droga ina Iterada en la sangre. 

El primer informe conce rniente a l me tabolismo de la Warfarina 

aparece en 1962 cua ndo O' Re illy e n base a sus datos de a bsorción ultra -

viole ta s ug iere que la Warfa r ina puede ser excretada en la orina humana 

como un derivado hidroxilado. Karl P. Link, David Be r y W. M. Ba rke r 

e n 1965 fu eron los prime ros investigadores que es tud iaron e l metabol is 

mo de la Warfa ri na , en v ivo, inyectando r atas intraperitoneal mente , con 

soluciones de Warfarina s ódica marcada e n e l carbón cua tro con isótopo 

rad iactivo c14 . 
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Sus es tudios demostraron que: 

El 90 3 de la radioactividad total se excr e ta en 14 días. El 10 3 

restante se excr e ta le nta me nte e n un período de 90 días . Más de la mitad, 

aproximadame nte 2/3 se e xcreta e n la orina y e l resto e n la s heces . 

En e l C0
2 

expirado no hay prese ncia de carbón marcado. La 

Warfarina marcada o s us metabolitos se a cumulan e n e l riñón , hígado y 

pán cr eas en estos órganos se de te rmina 3, 12, 15 veces (respectivame n-

te ) la conce ntración de la radioa ctiv idad e ncontrada en la sangre 96 ho-

ras después de la administración de la Warfarina marcada . 

E n e l extracto etereo de la orina existen 3 compuestos cuyos -

porcentajes s on: 15.4 
35. 0 

9. 5 de la radioactividad total de la orina. 

La dilución isotópica de l extracto e tereo de la orina con deriva -

dos sintéticos de la Warfarina, hidroxilados e n las posiciones 6, 7 y 8, 

de mos traron que estos compues tos son productos metabóTicos de la War-

farina marcada. 

Los me taboli tos demostraron no tener actividad anticoagulante 

e n la s rata s . 

La radioactividad corre spondie nte a la Warfa r ina ina l terada fue 

un 73 de la radioactividad total. 
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Wa rfarina y Mer.aboli tos: 

Compuestos 

Warfarina 

6-Hidroxiwarfarina 

7-Hidroxiwarfarina 

8 -H id rox i wa :-:- fa rina 

TABLA IX 

Estructura 

HO (;~ m-;:H,COCH, 

1 11 
~ ~ o o 

Porciento de Radioactivi
dad en orina. 

7 3 

15. 4 3 

35.0 3 

9.5 3 

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

el metabolismo de la Warfarina en vitro para inves tigar e l esquema de -
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hidroxila ción e nz imática en el hígado y la oxidación no e nz imá tica de --

acuerdo a c ie rtos s is te mas tomados como mode los, con los siguiente re-

sultados: Cuando se incuba la tracción sobre nadante de homoge nado de ~f 

gadode ratas (tratadas con fenobarbital) e n presencia de Warfarina marcada 

14 
con is ótopo radioactivo C y se analiza la muestra por cromatograña 

e n capafina s obre s ílica ge l se observan 4 productos de me tabolismo de -

la Warfarina, 3 corresponde n a los der ivados hidroxilados de la Warfar!_ 

na e n posición 6 , 7, 8 y e l cuarto no es ide ntificado. Los valores de Rf 

son O. 30 , O. 43, J . 57 y O. 12 respectivamente . 

Cuando es ta fracc ión se incuba e n las mismas condiciones en -

presencia de concentraciones dife rentes de Warfarina marcada, la cons -

tante aparente de Micha e lis para la hidroxilación de la Warfarina en las 

posiciones 6 , 7 , 8 es la misma: l. 5 x 10-
4 

M. La formación de los 

6, 7, 8 hidroxiderivados de la Warfarina es ca talizada por la fracción mi 

crosomal y baja a un 53 de e l nive l original cua ndo la fase aerea de la i~ 

cubación se reemplaza por nitróge no, indicando que la r eacción neces ita 

oxígeno molecular. 
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TABLA X 

Me tabolismo de Warfarina por fracciones s ubce lulares de Hígado de Ra -

ta. 

Me tabolitos formados en micromoles 

Fracción Me tabo - 6 -hidroxi 7-hidroxi 8 hidroxi 
lito X Warfarina warfarina warfarina 

1000 g. sobrenadante 5. 9 12. 9 24 . 1 7. 3 
9000 g. sobrenadante 6.2 10. 7 20. 8 6. 6 
Mitocondrias 0. 1 0. 2 0.4 J. 3 

Microsomas 3.1 l l. 2 19.9 9.0 
Fracción soluble 5.4 l. 8 0.3 0. 1 

La reacción de hidroxilación r equiere NAOPH. En ausencia -

de un sistema generador de NAP8H (NAOP, G-GP, G-6P OHasa) se for-

ma muy poca cantidad de los derivados. 

Sistema 

Comple to 
-NAO 
- NAO P 
- NAOP, G-6-P ,G-6 -POHasa 

TABLA XI 

Metabolitos formados e n mumoles 
6-hidroxi 7-hidroxi 8-hidroxi 
warfariña 
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13.1 
9. 7 
l. u 
o. 2 

warfariña 

23. l 
17. 6 
l. 9 
o. 2 

warfr:rina 

4.3 
2. l 
0. 4 
o. 3 



E l s iste ma completo contie ne : 

l. 3 

0.54 
0.62 
2.00 
6.54 

120.ü 
200.0 

10.0 

40.ü 

10.0 
10.0 

n:1 cro~~les de Warfarina marcada con is ótopo radiac
tivo e . 

mi cromoles de NADP. 

de pH 7.4 

"NAD. 
" ATP. 
" G-ó -P. 
" Nicotinamida. 
" KCl. 
" MgCL

2
. 

·• K
2
HPO 4 -KH lº 4 solu ción reguladora 

mi cromoles de T r is-HCl solución reguladora de pH 7. 4 
Unidades Kornberg de G-6 -P DHa sa. 

Mi crosoma s hepáti cos equivale ntes a SOO mg . de hígado e n un -

volumen Lütal de 3. 5 ml. e n tubo de 50 ml. con tapón de vidrio. La i n c~ 

bación de los siste ma s se hizo a 37°C durante 30 minutos en cond iciones 

a e róbicas. 

E l mernbolismo e nz imático de la Warfarina e n e l hígado de ra-

ta s produce má s 7-hidroxiwarfarina que los derivados 6 y 8. 

La hidroxila c ión no e nz imá tica produce ma yor ca ntidad de 6 hi-

droxiwa rfa rina. 

Un año mas tarde Ma sayuki lkeda , A. H. Conney y ]. ] . Bur :is 

es tudia n e l e fec to es timulante de Fe nobarbita l, Clordano y DDT s obre e l 

metabolis mo de la 'Na r fari na e n ratas e n vivo y e n vitro concluye ndo que : 
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l/o. El tra :arnie nto previo a la administración de Warfarina -

con fenobarbital e insecticidas causa gran incre me nto e n 

la dosis le tal media de el anticoagulanre: 

TABLA XII 

Dosis diaria de 
Warfarina 

LD50 Warfarina. 

Exp. No. Tratamiento mg/Kg. mg/Kg . 

Control - - - - - 15 
Fenoi:iarbita l 75 750 

2 Control 15 
Fenobarbital 75 500 

3 Control - - - - - 30 
Clordano 50 400 
DDT 50 4SO 

La s ratas fu eron inyectadas intraperitonealme nte durante 4 días 

con fenobarbital e insecticida s al 5/o. día se les administró por vía oral 

la Warfarina e l tie mpo de obse rvación para determinar la ~-D50 fué de -

14 día s . 

Cada valor se obtuvo con 35 a 50 ratas . 

2/o. La incubación de Warfarina (marcada con is otopo radioa c 

tivo) con la fracción sohr e nadante cen tri fugada s a 9000 x 

g de l homoge nado de l hígado de rata tratadas con fenoba~ 
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Cuentas por 
minuto. 

bita!, clordano y DDT durante 4 días aume nta la hidroxi~ 

ción de la Wa :rfarina en las posiciones 6, 7, 8, así como 

la formación del me tabolito. Fig. 11 

60,000 

"º·ººº 
20,000 

2,COO 

t,500 

1,000 

500 

o 

1~ 
!) 

il 
·: 
•: 

10 

Control pre -tra 
tamiento con fe 
nobarbital. 

El aumento en la concentración de los productos 6, 7, 8, hi --

droxilados en el tratamiento con fenobarbital es 5 veces más que los co~ 

troles y en los insecticidas el aumento es de 3 veces más. La concentr~ 

ción del me ta bolito X también se aumenta, como s e ve e n la tabla sigui~n 

te : 
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TABLA XIII 

Me tabolitos formados en micromoles. 

Dosis 
Trata - diaria 6-hidroxi- 7 -hidroxi- 8-hidroxi- Me ta bolito 
mie nto. mg/Kg warfarina warfa::-ina warfa r ina X 

Sol sa -
tina 3.0 o. 2 6 . 7 0.5 l 9 0 . 2 1 . 6 o 3 
Aceite 
de maíz 2. 7 o. 2 5. 7 0 . 5 l. 5 0 . 2 2. 3 o. 1 
Fenobar 
bital 75 16.2 0.6 29.6 1 .2 9. 2 0 . 3 4.2 O. 3 
Clorda -
no 50 7.2 0 . 5 17 . 2 0.9 4. 7 o. 3 3.9 0.4 
DDT 50 9. 2 0 . 5 16 . 7 l. 1 4.9 o. 3 2. 9 0 . 1 

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

media de los 3 va lores obtenidos. 

3/ o. Cuando se administraron lSO mg/Kg. de Warfa r ina por -

vía oral a ratas de 50g. de pe so y s e de terminaron sus -

metabolitos en plasma a varios intervalos , s e observaron 

cantidades apreciables de Wa rfarina así como de los metabo 

litas 6 -hidroxiwarfarina y 7-hidroxiwarfarina y un me ta -

boli to con la mis ma mobilidad cromatogr áfica de l me tab~ 

li to X. No s e observó la nrese ncia de l me ta boli to 8-h i - -

dr oxiwarfari na . 
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La administración previa de fenobarbital e insecticida s aumen-

tan la concentración de los metabolitos 6-hidroxiwarfarina y 7 -hidroxi-

warfarina e n la 3 hora s después de la administración de Warfarina pe ro 

e n 16 a 24 hora s di s minuye ese aumento. 

TABLA XIV 

Efecto estimulante de fe nobarbital e ins ecticidas sobre el meta 

bolismo IN VIVO e n raras . 

Co n centración Plasmática . 

Expe32 W arfa :r ina 6-ti id rm:i 7 -hidroxi Me ta bolito 
mento Ho Trata - - -

Li-
No. -ras miento Total bre warfarina warfarina X 

1 1 ';oo trol 20G (1 55 , 221, 2J3) 30 5 (5 , 5, G) 5 (5 , 5 , 6) 5 (2, 6, 8) 

·">he nobs.r- 21S (lS l, 217, 246 ) 33 lll (19 , 22, 23) lG (11, 17 , 18 ) 11 (JO, 11, 12) 

bita ! 
3 Cont rol 170 (19i, 167 , ! ~G) 18 8 (7, 7 ' 9) JO (6, 9, 16 ) 10 (4 , 9, 18 ) 

Pbeooh3r- 97 (111, 106, 75) 4 .3 21 (19 , 21, 22 ) 12 (7 ' 12 , 17 ) 7 (4 , 7, 9) 

bita! 
5 Control IG6 (193, 185, 121) 17 lJ (9 , JI , 12) 7 (7, 7 , ~) 14 (9 , IS, 19) 

Phenobar- 62 (76, 67' 43 ) 1. 6 l2 (9 , 13, 13 ) JO (9 , JO, JI ) 2 (O, 2, 4) 

bi t al 
16 Control 59 (G7, 58 , 51) 1. 3 11 (JO, 10, 14 ) 12 (9, 12 , 14) 5 (4, 5 , 6) 

Pbenobar- 11 (1 8, s, S) 0 . 1 6 (5 , G, 7) 7 (4, 8 , 8) e ro, o, O) 

b i ta.! 
24 Contrcl 32 (37' 32, 26 ) 0 . 5 8 (6 , 6, 8, 10) 9 (8 , 9, 9, 11 ) 3 (3 , 3 , 3, 3) 

Phenobar · 7 (11, 7, 6, 5 ) < 0 . 1 4 (0 , 4 , 5, 7) 6 (4, 4, 7 ' 9) O (0, O, O, O) 

bita! 

2 5 Control 181 (1 76 , l 8G ) 22 11 (10, 12) 8 (7 , 8) 24 (23, 25) 

Pheoobar- 67 (GI , 72) l. 9 l:' (16, 17) 10 (9 , 11) e (5, 7) 

bita! 

3 5 Con trol 204 (W8, 200) 29 8 (8 , 8) 7 (7. 7) 16 (IS, 17) 

Chl o rd~ nc 91 (8Q, 92) 3 . 7 15 (1 3, li) 13 (13, 13) .¡ (3 , 4) 

DDT 103 (92 , 11 3) 5. 1 IS (lli, rn) 14 (14 , 14 ) 7 (6 , 7) 
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Esta misma tabla demuestra que las enzimas microsomáti - -

cas que induce n la hidroxilación tienen un efecto ma yor sobre la concen

tración de Wa r farina libre que sobre la conce ntración total de Warfarina 

e n e l plasma. 

M . . A. Hermodson, J. W. Suttie y K. P. Link es tudiando e l me

tabolis mo de Warfarina marcada, e n ratas resistentes a la Warfarina,en 

e ncontraron que los extractos e té reos de orina y heces de las ratas res~ 

te mes contenían 53 3 de la radioa ctividad inyectada e n comparación con 

e l 50 3 que pre sentaban las ratas normales . 

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

2 primeros días e n las rata s r es iste ntes y normales . 

La de terminación cromatográfica del extracto etéreo de la ori

na colectada durante una semana, demostró la presencia de Warfarina -

inalterada y 6 metabolitos en cantidades relativamente iguales en los dos 

grupos de ratas: resistentes y norma les . Pero no publica los da tos co - -

rrespond ientes . 

Poste riorme nte W. M. Ba ::- ker, M. A. He rmodson y P. Link, -

continuando los estud ios sobre e l me tabolismo de Warfarina en ratas e n 

contraron que : cromatogramas de extractos de orina r eve laban la pre

sencia de Wa rfarina inalte r ada '! 6 metabolitos que por dilu ción inve r sa 

de is otopos conocidos se identi fi caron como: 6 -hidroxiwarfarina , 7 -h i -
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droxiwarfa.rina, 8-hid.roxiwarfarina, 4-hidroxiwarfarina, 2, 3-dihidro-

2-metil-4.-fe nil- 5-oxo-gammapyrano (3, 4-c) (1) benzopi.rano, y un co~ 

puesto conjugado 7 -hidroxiwa.rfa.rina-glucuronido. Fig . 12 

~ 
000 013 0.65 080 100 

0 .50 0 67 0.69 
R¡-

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=me til=4=fe nil=5=oxo-gamma -pira no 

(3, 2-c)-(l) be nzopirano . 

El sistema de solve ntes : t-butanol-benceno-hidróxido de s odio -

con centrado - agua 45:20:9:3 

Las es tructuras y porcentaje de estos compuestos están en la -

tabla XV . 
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o/. Ra:! ioact ivid ad 

Pilu-
ció n 

f'i CXl ! so~ Crom ~ i;Q 
No . Rf. . Compuesto . E struct ur a pica . grafía . 

a¡ % 

1 o. 04 Conj ugado 7 -!:!j 

ro~t;' droxiwarfarina l. 9 
2 o. 31 7-Hidroxiwar - "" 

farina. ' ~ 15 't!. s HO O O 

-~ o. 5'.J R-H ydroxiwar-

~15' · farina. 8.9 3. 9 

11 o 

4 b. 65 4- Hidrox iwar- m¡b farina 21. o 
U U Vil 

41. 6 

5 o. 67 6-Hidroxiwar- "º,QX)~· farina 15. 4 

""'~o"' 

6 lo. ~o V. arfar ina céc?'COCH, 
6. 5 6. 5 b /) o 

7 P. R9 2, ·i - Dyhydrn· 2 )H, 
-metil-4- fenil o9u -oxo - 8-p irano 6. 6 11. 7 n. 2-c)( 1) ben-

.d 
zopyrano " o 

Tota l 93. 5 + 100. 1 
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2/o . Los cromatogramas de extractos de orina colectada a va -

r íos intervalos de tie mpo después de la administración de 

la dos is de warfarina marcada , revela ron que los metab~ 

litos se excretan e n proporciones constantes , por lo que 

puede supone r se que la forma en que se meta bol iza la War~ 

rina no cambió con e l tiempo durante e l curso de l experi 

me nto. 

3/o . Los cromatogramas de extractos etéreos de heces fueron 

cualitativamente idénticos a los de extractos de orina por 

lo que se supone que los meta bolitos presentes en la s he 

ces son los mis mos que e n la orina. Solo que la concen 

tración de los mis mos es un poco difere nte . 

4/o . T odos los metabolitos excepto e l conjugado glucurónico -

fueron probados para de terminar s u activ idad anticoagu

lante en rata s , s olo e l 4' -hidroxiwarfa r ina de mos tró te 

ne r 1/4 Ll e la actividad de la Warfarina. 

Richard J. Lewis y William F. Tragcr, es tudian e l me tabolis 

mo de la Warfa:-:-ina e n e l hombre, utilizando una mezcla r a cémica de los 

is óme ros R y S, Fig. 13, e ide ntifican los metabolitos del extracto urin~ 

rio por c romatografía e n capa fina , espectroscopia de absorción ultravio 

le ta y es pectrom etr ra rJe mas as. 
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1H3 

CH3 ·(-)-S-Warfarina c=o ·( )-R-Warfa:Q 

c=o 
1 

ro~~~ 
Fig . 13 

1 

(Y''"~ 
V º~lº~ 

na. 

l. - La cromatografía en capa fina del extracto de orina, desa 

rrollada con dicloruro de etileno y acetona 9:1, reveló 5 

ma 11chas de fluorescencia azul y Rf de O. 75 , O. 50, O. 23, 

0.10 y O. 00 que se designaron como compuestos A, B, C, 

D, E, y una mancha de fluorescencia amarilla con Rf O. 19 

que se designó como compuesto CY. Fig. 14. 

Usando ciclohexano, formiato de etilo y ácido fórmico 

100: 200: 1 el compuesto se separó en 2 componentes 

D1 y D2 Fig. 14 
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LJ o 

q~§ 
EC==:l 

orina orina Warfa-
ontrol Pru~ba r ina 

Fig . 14 

No hay diferencia s notables cuando la s mues tras de orina se ob -

tienen de pacientes con tratamiento largo a base de Warfarina y de volu~ 

tarios que reciben una sola dosis. Tampoco hubo diferencia s cuando las 

muestras de orina se analizaron inmedia tamente o después de 3 meses -

de alma cenamiento e n congela c ión s in preservativos. 

Con todos los sis te ma s de solventes que se probaron die ron res~ 

tados idénticos la s cromatografías corrida s con mues tra s de proouctos -

metabólicos sintéticos de Warfarina y los proouctos de purifica cibn de -

los metabolitos ex tra idos en las muestra s de orina de pacientes y volun -

tarios tratados con Warfarina: 

E l compuesto C fué idéntico a e l compuesto 7 - hidroxiwarfarina 

s intético. 
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El compuesto CY fué idéntico a el compuesto 6 - hid r oxiwarfari

na sintético. 

Los compuestos D 1 y D2 fueron cromatográficamente indistin

guibles de los derivados alcohólicos en la cadena lateral de la Warfarina, 

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

5 - hidroxiwarfarina o o 

6 - hidroxiwartarina o o o 
8- hidroxiwarfa rina o o 

o o o 
7 - hidroxiwarfarina 

Toda:: ') 6 Cy i 7 e 

Fig . 15 
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TABLA XV I 

S ISTE MA DE S OLVENTES 

C OMP UEST OS C:EF:FA 
E:A: RF T:B:A:W 

7 -hidroxiwarfarina 0 . 56 0.47 o.:.::'.2 

e (extrac to de orina) U.56 0.47 o. 22 

6 - hidroxiwartarina 0.52 0.45 0.32 

CY (extra cto urinario) 0.52 0.45 0.32 

Alcohol1 de la Warfarina 0.16 o. 74 0.45 

D1 (extracto urinario) o. 16 o. 74 0.45 

Alcohol
2 

de la Warfarina o. 12 0.66 0.40 

D2 (extracto urinario) 0 .12 0.66 0.40 

5- hidroxiwarfar ina 0.10 0.49 0.43 

8-hidroxiwarfarina 0.58 0.67 0.27 

Warfarina o. 8::~ 0.76 0 . 55 

E :A = Dicloruro de et ileno - Acetona 7:3 

C:EF: FA = Ciclohexa no: formiato de etilo: ácido fórmi co 100: 

200: 1 

T :B:A :W = t - buta nol :benceno:hidró:<ido de amonio concentrado: 

agua 90:40: 18:6 
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Los espectros de absorcibn ultravioleta obtenidos para el com -

puesto 7- hidroxiwarfarina sintético y el compuesto C del extracto urina-

río fueron id~nticos, los 2 tienen la máxima extinción a 329 y a 256 mil_!_ 

licras e n NaOH y a 31'.l después de acidificados Fig. 16 

Densidad óptica 

\ 
\ 
\ 

•, I 

\,_,/ 

-NaOH 
--·HCI 

. .. r 
I 
: 

/J 

256 312 329 

Fig. ló. 

Longitud de onda en milimicras. 

La absorción máxima para el compuesto sintético 6 -hidroxiwarf~ 

rina y CY fué 302 milimicras en ácido. Fig. 11. 
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Dens idad 

óptica . 

. . . . . . 
\: 

-Ne OH 

·---- HCI 

279 302 

Fig. 17 

Longitud de onda en milimicra s 

6 - h1droxiwa r fa rina 

y compuesto CY 

Los compuestos D¡ y D2 dieron espectros de absorc ión idénti -

cos entre si, idénticos a los 2 alcoholes de la Warfarina, la mAxima ab-

sorción a 309 en medio alcalino y 285 y 275 milimicras en medio áci -

do. Fig. 1 8 y 19. 

Densidad 

óptica 

-N•OH 

·--- HCI 

28~ 309 

Fig. 18 

Longitud de onda e n milimicras 
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De ns idad 

óptica 

Fig. 1 Y 

Longitud de onda e n milimi cra ' ; 

A lcoho1
2 

de la Wa r~ 

rina y compuesto D2 

Para la 5- hidroxiwartarina la máxima absorción en medio alcali 

no es de 312 y 300 y en medio ácido es de 299. 

Para ide ntificar los metabolitos de la Warfarina, se determinó su 

espe ctro de ma sa s y se elucidó su e sque ma de fragme nta c ión por una -

combinación de r egistro de los iones metaestables y medición e xa cta de 

s u ma s a e n comparac ión con Wartarina deuterada. Fig . 20 

on ~n,roro, 

+c·11r,H, 

U o--l0 
3 

Fig. 20 
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La Wa rfarina tie ne una fbrrnula e mpír ica c 19H 16o 4 y 1rn peso -

molecular de 30 8 expresado con la proporc ión de masa a ca r ga: 

m/e + ( M + ) a m/e :;os Wa rfarina = ( M + ) a M/ e 308 

En el espectro de masas de la Wa rfarina ade má s de l ión molecu -

la r M + m/ e :;08 a pa rece un primer pico que corr esponde a m/e 265 

( M + - 43 ) que res ulta de la ioniza ción ini cial de l g rupo acilo - C = O de 

la cade na a lifática lateral de la Warfarina, seguido de l rompimie nto he~ 

rocícli co con pé rdida de l r adica l ac ilo para tormar e l ión dihidrox ifuran~ 

oxonio a m/e 265. Es te ión pierde be nceno vía rom pi m ie nt o hem olnico -

con a bs tracción de hiclrógeno, para da r e l ión fur anooxoni o es ta bilizado -

por resona nc ia a m/e 187 (m/e 265 - 78), que representa e l ntlcleo cumi'! 

r ín ico. Las fórmulas empír icas de es t os iones se determinar on por m e 

d ición exa cta de la m asa . 

El esque ma de fragme ntac1ón puede describirse pues como s igue: 

M + = m/ e :;08 (C19H16o4) ----- m/ e :L65 (C17H13o3) - ---- - 

m/e 187 (C
11 

H
7
0

3
). 

La s fórmulas estructurales y e l mecanis mo propuesto para la for 

ma ción de e stos iones se mues tra n e n e l esque ma ll. 
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ESQUEMA II 

m/r 2G5 

~r,11, 

~ ° CP 
111/c JS7 

Los esquemas de fragmentación de los compuestos sintéticos 6, 7 

hidroxiwarlarina son semejantes al de la Wa rfarina: A partir del ión m~ 

lecular, rompimiento del grupo acilo para dar el pico base, enseguida -

pérdida del grupo fenilo para dar el ión representativo del núcleo cuma -

rínico. 

La medición exacta de La masa de estos iones solo difiere de la -

de los iones correspondientes a la Warfarina en el aumento de 16 unida -

des de masa debido a la adición de un átomo de oxígeno, por tanto su es -

quema de fragmentación es el siguiente: 
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M+ m/e 324 (C
19

H 
16

o
5

) ---- m/ e '.l81 (C
17

H
13

o 
4

) --

m/ e 203 (C11H704) . 

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 D1 y D2 fueron dif~ 

rentes a los de la Warfarina y a los de los comp11estos hidroxilados . 

Estos compuestos dieron un ión molecular inicial M + = m/e ;)10 -

que correspondió a la fórmula empírica c19H18o4 sugiriendo un com -

puesto similar a la Warfarina pero con 2 átomos más de hidrógeno. La 

prese ncia de unión a m/e 292 (C 19H 1603) indica que hay pérdida de 

agua en el ión molecular y por lo tanto, implica la reducción de la ceto

na de la cadena latera l de la Warfarina con formación de alcohol como -

una transformación metabólica, por lo de más la presencia de iones a 

m/ e '.l65 y m/e 187 s ugiere que la fragmentación posterior sigue el mis

mo esquema . 

Los espectros obtenidos con los alcoholes sintéticos correspon -

dientes, fueron idénticos a los de los compuestos D1 y D2. Fig. 21. 
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CH3 

'* HC-OH 
1 

r0rFD 
U0J~o 

Fig. 21 

Alcohol de la Warfarma 
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1) EXPERIMENTOS EN PERROS 

Y CERDOS. 

VI. - TOXICIDAD DE LA WARFARINA. 

Hans Wanntorp hizo los primeros estudios de toxicidad en ani -

males domésticos, con el objeto de determinar la dosis mínima letal y -

para probar la efectividad del m~todo químico de identificación de warf~ 

rina en materiales post-mortem. 

Utilizó 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 Wa r farina se mezcló con 100 gramos de carne picada 

y se dió a los perros antes de la comida de la tarde. Siempre se acaba

ron su ración de carne. 

La comida de los cerdos era a base de granos, cáscaras, hari

nas de carne, harina de pescado, harina de alfalfa, minerales, aceite de 

hígado de bacalao y papas. 
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Se les dió de comer dos veces al día. La dosis de Warfarina se 

les mezcló con ca scarilla de trigo y leche y se les dió a ntes de la comida 

de la tarde, asegurándose de que tomaran toda la ración. 

La toxicidad de la Warfarina e n envenamie nto agudo se probó -

dando una sola dosis correspondie nte a lG - 100 mg . /Kg . de peso corpo 

ral a 14 pe rros . 

Dosis de l ·) , 20, 25 y 40 mg/Kg . no causaron síntomas visibles 

ni lo hicieron tampoco cuando fueron elevada s ha s ta 60 mg. /Kg. en 7 pe

rros . 

Por otra parte , un perro que recibión 100 mg/Kg . r eaccionó e n 

e l 4/o., 5/o. y 6/o. día después de la administración de Warfarina con 

diarrea y he morragia intes tinal, perdió e l apetito y se hizo marcada me~ 

te indife rente , hacia e l 7 jo. día cesó la hemorragia pero no recobró e l -

ape tito hasta el 10/o. día. Sin emba rgo , el perro sobrev ivió a la prue ba 

.:; in da ño aparente . 

La coagulación de la s angre se examinó s olame nte e n 3 casos . 

Pa ra una sola dos is de 25 mg . /Kg . de peso corporal, el tie mpo de coag~ 

lación se elevó a 2. 5 minutos después de 4 días de la inges tión de Warfa

rina r ecobrando s u nivel normal en 9 días , con una dosis de 60 mg. /Kg . 

e l a ume nto del tie mpo de coagulación fué de 4 minutos después de 4 día s 

y a juzgar por la curva habría s ido mayor después de los 4 días de habe E_ 
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se hecho ia de terminación. Después de 6 días dis minuyó a 3. 5 minutos 

y e n 8 días nuevame nte era normal. 

Con una dosis de 100 mg . / Kg. e l tie mpo de coagulación s ubió a 

10 minutos después de 4 días permaneciendo así durante 3 dia s . Después 

de 10 día s recuperó su normalidad . 

Ex peri me nto de toxicidad en perros. 

TABLA XVII 

Compues Dosis en Mortali Tiempo de supervivencia 
to. mg/Kg . dad . en días. 

Warfarina 10. 0 0/1 
20. 0 0/1 

Warfarina 25.0 0/1 Ninguno de los animales 
40.0 0/ 3 murió. 
60.0 0/7 

100.0 0/1 

Para probar la toxicidad de Warfarina e n dos is repetidas se les 

d ie ron dos is diarias de O. 2 - 10 mg . /Kg . de peso corporal a 10 perros . 

El perro que había recibido la dos is ma s baja (O. 2 mg.) durante 15 día s 

s obrevivió a la prueba s in ningún s íntoma vis ible . De los 2 perros que -

r ecibieron dos is diaria de O. 3 mg. /Kg. uno s obrevivió s in ningún sínto -

ma él la prueba de 15 dosis y el otro murió después de 11 días (10 dosis ) 

E n e l caso de la s dosis mas alta s O. 5 mg. /Kg. adminis tradas a 3 perros, 
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1 mg. a un perro, 2 mg . a un perro y 10 mg . a 2 perros solo siete mu

rieron después de 7 a 14 <lfa s . Para probar e l efecto de administración 

intermite nte se hicieron pruebas con un perro al que se le dieron dosis -

de O. 5 mg. /Kg . excepto en 4/o. 6/o. ll/o. 13/o. y 18/o. día s . 

El animal no murió s ino hasta después de 21 días, cua ndo había 

recibido 16 dosis, a esta dosis comparativame nte baja, e l metabolismo y 

la excr es ión de la Warfarina se elevaron tan marcadame nte que el tie m

po de coagulación disminuyó después de cada inte rrupción, y no fué sino 

ha s ta los 20 día s que e l tiempo de coagulación excedió los 10 minutos. 

A otro perro se le administraron O. 3 mg . /Kg . durante 6 días -

consecutivos con uno de descanso. Esta interrupción no se tradujo en -

disminución de l tiempo de coagula ción lo que de muestra que la cantidad 

de Warfarina acumulada era tal que la omisión de una dosis no causó ni~ 

gún efecto visible en e l tiempo de coagulación. 
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TABLA XVIII 

Toxicidad de Warfarina con dosis repetidas en perros . 

Dosis diaria en 
mg./Kg. 

0.2 
0.3 
0.5 
l. o 
2.0 

1). 2 

Mortalidad 

0/1 
1/2 
3/3 
1/1 
1/1 
2/2 
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Tiempo de supervivencia 
en dfas. 

11 
8 
7 
7 
8 
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10 
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La toxicidad aguda de Warfarina e n cer dos , se probó con dosis 

únicas de 5 - 100 mg . /Kg . de peso corporal, en 13 animales . Después 

de la dosis de 5 a 10 mg . /Kg . un animal murió y otro s obrevivió s in pr~ 

sentar s fntomas vis ibles . Dos cerdos que recibieron 20 mg . /Kg . res i~ 

tieron dos is s in efecto vis ible . De 3 cerdos que r ecibieron 30 mg. / Kg . 

dos resitieron y uno murió, a uno de los sobrev ivie ntes se le dió una do-

s is mas alta: 45 mg. /Kg. una s semanas ma s tarde , sobrev iviendo a la 

dos is sin daño aparente . 

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

mal es murie ron. 

Tiempo e n minutos 

.o 

9 

8 

6 

3 

45 mg/k g (7 /58) 
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6 

días. 

20 mg/kr;r (3/59) 

30 mg/kg (7 /58) 

30 mg/kg (6/59) 

1 O mg /kg (l /59) 

5 mg/kg (l /591 

,,. 20 mg /kg (5/59) 

8 9 10 11 



Se determ: nó e l tie mpo de coagulación de los ! ;) animales, util~ 

zados e n es ta prue ba . (6 murieron y 7 sobrevivieron). En 3 de los s u -

pervivientes el tie mpo de coagulación r es ultó marcadame nte largo. 

A •rn cerdo que se le administraron 5 mg. /Kg . prese ntó e l tiempo de co~ 

gulación mas alto: 3 minutos después de 3 días. 

El que recibió 10 mg. /Kg . tuvo un tiempo de coagulación de 5 -

minutos e n 3 día s . 

El que recibió 20 mg . /Kg . tuvo un tiempo de coagulación de 

21 min. de spuésde4díasdespués de 7 a 8 días los tiempos de coagulación 

volvie ron a la normalidad e n los 3 casos. 

Otro cerdo que r ecibió 20 mg. /Kg. el tie mpo de coagulación s~ 

brepa s ó los 10 minutos después de 4 y 5 día s pero recuperó su normali

dad en 8 día s . 

Después de una dosis de 30 mg . /Kg. administrada a 2 animales 

e l tiempo de coagulación sobrepasó los 10 minutos e n 5 día s . Uno de 

e llos s iguió con ese nivel después de ó días, después de 8 y 10 días r es 

pectiva me nte, los tie mpos de coagulación volvieron a la .iormalidad. 

En los 6 animales que murieron, dosis de 5 y 30 mg. / Kg. die 

ron tie mpos de coagulación mayores de 10 minutos en 5 y 6 día s y e n 9 

a 12 día s los tie mpos de coagula ción eran muevame nte normales pero -

presentaban ta n serias hemorragias y cambios pa tológ icos que fu e nece-
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sario matarlos . En los animales que recibieron 10, 60 y 100 mg. /Kg. 

e l tiempo de coagulación excedió los 10 minutos en 4 días . El animal que 

recibió 10 mg./Kg. murió e n 7 día s , los otros en 6 y 8 dfas. En ningu-

no de esros animales disminuyó el tiempo de coagulación Fig. 24. 

Arriba de 10 

minuros. 

Tiempo en mi 1 

nutos. 

lllr- ---- f IOJ m9/' J G l6/SS 

1 

1 

1 
1 

' 
' 

+ + Je m9/ •9 e 92/' 3 

'º 1i IJ 1 J 

Tiempo transcurrido después de la primera 

dosis, e n día s . 

Fig. 24. - T iempo de coagulación en cerdos que murieron con 

con la administración de una s ola dosis. 
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TABLA XIX 

Toxicidad de Warfarina en cerdos (dosis única ). 

Dosis mg. /Kg . de Mortalidad. Supervivencia en dfa s 
peso corporal 

5.0 1/2 9 
10.0 1/2 7 
20 . 0 0/2 
30 . 0 1/ 3 12 
43.0 0/1 
60.0 2/2 6 8 

100.0 1/1 7 

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

bó con dosis diarias de O. 2 y O. 5 mg. /Kg. de peso corporal en 5 cerdos. 

Un cerdo que recibió O. 2 mg. /Kg. diariamente, murió después 

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

Los tie mpos de coagulación se determinaron en todos los anim~ 

les, después de la dosis diaria de O. 2 y O. 5 mg. /Kg. los tiempos de co~ 

gualción excedieron los 10 minutos después de 5 día s . Los animales mu 

rieron e n 8 y 6 días. 
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Dfas transcurridos despu~s de la primera dosis. 

Fig . 2S. - Tiempo de coagulación en cerdos que recibieron 

dosis repetidas . 

2) OBS E RVACIONES CLINICAS. -

a) En los perros y los cerdos usados en el experimento los tiem -

pos de coagulación se elevaron en 24 horas y luego alcanzaron su máxi-

mo después de varios días. Este máximo fue superior a, 10 minutos en 
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mo fue s uperior a 10 minutos e n dos is única o e n dos is r~ 

pe tida s. 

b). El primer s íntoma vis ible fü~ una cr ecie nte apa tía que se 

observa a los S - 6 día s despúés de la inge stión de la dro

ga o unas hora s antes de la muerte . 

En algunos cas os s e observa sangre e n la orina y diarrea. 

Algunos pe rros presentan inflamaciones con ede ma y hem~ 

toma a los lados de la mandíbula infe rior, en la parte a n~ 

rior de l pes cuezo y alrededor de la s articulaciones de las 

piernas. 

c). Los cerdos como los perros se vuelven apáticos se echan 

en la paja, y no se levantan. Algunas veces presentan sa~ 

green las heces, algunos animales presentan grandes in

flama ciones o tumefacciones en la parte lateral e interior 

de la quijada infe rior en la parte anterior del pez.:uezo que 

Ee traduce e n dificultad respiratoria. Las terminaciones 

de la piel especialmente las orejas y las piernas se vuel

ven cianóticas. 

d). Un sfntoma común en perros y cerdos e s la elevación de -

temperatura durante el primer período de la intoxicación. 

Una s pocas hora s o aún un día antes de morir la tempe ra -

tura es normal o s ubnormal y la s piernas se vuelven frías, 
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la s mu cosas es tán p§ lida s , se incr e me nta la actividad ca ~ 

dia ca y s e ace lera la r es pira ción e n la mayor ía de los ca -

s os . 

Durante los últimos día s de vida hay he morragias internas 

por punc iones pa ra toma de mues tra s de s angr e o por la s 

ma s ligera s la s timaduras . Los anima les con frecue ncia -

se para liza n especialme nte de los cuartos tra seros . Un 

día antes de morir o a veces va r ios día s a ntes los anima -

les cae n e n coma y muer e n quietame nte . 

3 ). 0 3SE RVA CIONES ANATOMOPATOLOGICAS. 

Los expe rime ntos sobre toxicidad de Ha ns Wantorp contribuyen 

al conocimi.e nto de la patología de intoxica ciones por a nticoagulantes . 

La tabla XX mues tra las caracterís tica s de intoxicación e ncon

trados e n el exame n de los cadáve r es de los anima les utilizado e n la ex -

perime ntación de toxicidad de Warfa r ina y coumaclor anticoagulantes de 

tipo couma r ínico. 
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---------------- - - -

Común a tcx:los los casos es la hemorragia y la anemia genera l 

ma s o menos pronunciada. 

Como se observa en la tabla, las hemorragia s aparecen e n di~ 

r e ntes tej idos con predilección por ciertos sitios , es ta variación es de~ 

da ma s bien a difere ncia s de especie que a la naturaleza del tóxico y a l -

modo de dosificación. 

a). En los perros la autopsia revela hemorragia:; severas e n 

el media s tinoprecardial y postcardialyhemorragias subs~ 

rológica s en diferentes secciones de la pleura y del peri

cardio. Con frecuencia se extienden peritraqueal y pe rie

sofágicamente hacia la cabeza, apareciendo como rocío -

intramuscular y subcutaneamente en la parte anterior del

pescuezo arriba de la faringe y en las partes bajas de la -

mándibula inferior en la que pueden observarse hematomas 

como bolsas algunas veces del tamaño del doble del puño -

de un hombre normal. 

Comunme nte aparecen hemorragias en los sacos pleurales 

con mas de un litro de sangre. En la gran mayoría de los 

casos hay hemorragia interna intramuscular a los lados 

del cue llo, pecho y extremidades y en algunos casos al re -

dedor de la s coyunturas. Con menor frecuencia se pre -

sentan hemorragias petequiales en las piernas y he morra -

gias subserológicas en diferentes secciones de la membra 

99 



na peritonea 1, también puede haber hemorrag ia s perirena -

les , pe riuretrales y retrope ritonea les alguna s veces co 

mo dos hematomas long itudinales s imétricos subperitone~ 

les desde los riñones a la cavidad pélvi ca . 

Sola mente un caso presentó he mocelia y 3 ca s os presenta

ron hemorragia e n e l es tómago y e n e l intestino. 

E n todos los casos se observa a ne mia generalizada y e n un 

caso se observó necros is centrolobular del hígado. 

b). En cerdos . 

Solo unos pocos casos pr esentaron hemorragias torá :<icas 

e n forma de hemorragias mediastinales. 

Con mayor regularidad presenta ron hemorragias s ubc utá -

neas inter é intramusculares y pe ri e intraarticulares e n e l 

frente y en la ¡'>arte posterior de la s extre midades , en alg~ 

nos casos además de és tas, presentaron hemorragias s u!?_ 

cutáneas intramusculares e n la parte ante rior del pezcue 

zo y e n la r egión faríngea. 

Son muy comunes la s hemorragias y hematoma s e n la 

musculatura de los anima les . 

Ademá s de las extremidades la s cavidades abdominal y p~ 

vica presentaron he morragia s abundan~es . Cinco casos -

prese ntaron hemocelia con ma s de 2 li tros de sangre en la 

cav idad abdomina l, con hemorragias e n el estómago e in-
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tes tino. 

Todos los casos en los que se examinó el cordon espinal -

mostraron extensas hemorragias subdurales en el lado d~ 

sal del cordón cérvico espinal. 

Todos los casos presentaron un alto grado de anemia gen~ 

ral. Tres casos presentaron necrosis lobular del hígado. 
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VII . - T ECNICAS D E ID ENTI FICAC ION -

DE LA WARFARINA . 

A partir del descubrimiento de la Warfarina nor lkawa y colab~ 

radores e n la Universidad de Wisconsin e n e l año de 1944 y su aplicación 

posterior como medicamento humano en e l tratamiento de trombosis y -

en la preparación de concentrados y formulaciones o cebos para ratas y 

ratones de venta al público e n general, fue necesario desarrollar méto-

dos de de terminación de Warfarina tanto para estudiar su distribución y 

efectos e n el organismo como para garantizar la efectividad de los rod~ 

ticidas y salvaguardar la seguridad pública. 

Varios autores han desarrollado métodos para su determinación 

en producto técnico, formulaciones y e n productos biológicos. Estos -

procedimi e ntos en general , se fundamentan en el traba jo desarrollado en 

el laboratorio del Dr. Karl Paul Link de la Universidad de Wisconsin que 

de mostró que la Warfarina podía determinarse cuantitativamente utilizan 

do la máxima absorción a la luz ultravioleta del ácido libre o de la sal de 

s odio de la Warfarina. 
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El anticoagulante se extrae de l ma~erial acidificado con un solv~ 

te orgánico y luego se extrae de dicho s olvente con una solución alcalina. 

La Wisconsin Alumini Resea :;ch Fou11dation dió a conocer el pri-

mer procedimiento para la de terminación de Warfarina en concentrados. 

W. A. R. F. M~todo 821 . O Procedimiento 1 

Aplicación: 

Determinación de la conce ntración de Warfarina en 3 en con 

centrados. 

Equipo, Ma ':erial y Reactivos. 

Balanza analítica. 

Espectofotometro Beckman D. U. 

Agitador magnético. 

Centrífuga . 

Piptas volumétricas de 2, 3, 10 y 50 ml. 

Tubos de centrífuga. 

Matraces. 

Solución de hidroxido de sodio al 1 3 ( O. 25 N ) 

Eter etílico. Grado Reactivo. 

Skellylsolve. B. 

Muestra del producto. 
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Procedimi e nto. 

Extraiga la mues tra conteniendo más de 3 mg . df~ Waifarina con 

50 ml. de eter etíli co por agitación durante 10 minutos . 

Pase una porción de l extra cto a un tubo de centrífuga y ce ntrífu 

gue durante 10 minutos. 

Tome una a!ícuota de 2 ml. del sobrenadante y vac ielos a un tu -

bo. 

Agregue 10 ml. de s olución de hidroxido de sodio al 1 3 y l'J ml. 

de Skellysolve B. y agite durante 10 minutos. 

Centrifugue hasta que es té clara la solución. 

Tome 3ml. de esta solución clara y determine s u densidad ópti

ca a 308 milimicras e n e l espectrofotometro Beckman D. U. con una -

abertura de O. 86 mm. 

Use solución de hidroxido de sodio al 13 para llevar a cero. 

Calcule el 3 de Warfarina usando el coeficiente de extinción de 

O. 459 para una concentración de 1 mg. de Warfarina por 100 ml. de solu 

ción. 

El método de la W. A. R. F. 821. O fue modificado para hacer 

e l análisis de concentrados al O. 53 de Warfarina e n almidon de maíz. 
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W. A. R. F. Método 82t. 0Procedimiento11 

Aolicación: 

0-:::terminación de l conte nido de Warfarina e n concentrados al 

o. so3 con base de almidón de maíz. 

Equipo, Ma terial y Reactivos. 

Balanza analítica. 

Espectrofotometro Beckman Modelo D. U. 

Agitador Magnético. 

Centrífuga. 

Pipetas volumétricas de 2, 3, 10, SO mi. 

Tubos de centrífuga. 

Marraces de 12S ml. con tapón esmerilado. 

Solución de Hidróxido de sodio al 13 ( 2. S N ) 

Dicloruro de e tilo . 

Muestra del producto. 

Procedimiento. 

Se pesan con exactitud en la balanza analítica O. 600 g. de ln -

mues tra en el matraz de 125 mi. con tapón. 

Con una pipeta se agregan SO ml. de dicloruro de e tileno grado 

r eac tivo. 
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Se coloca e l matra z bien tapado en e l agitador me cánico y se 

agita durante 10 minutos . 

Se pasa e l conte nido de l matraz a un tubo de ce ntrífuga de 100 

ml. y se centrifuga dura nte 1 O minu tos o e l tie mpo necesario para que e l 

sobrenada nte quede transparente . 

pón. 

Se pipe tea ;1 2 ml. de l extracto e n una probeta de 25 ml. con ta-

Se agregan 10 ml. de s olución de hidroxido de s odio. 

Se tapa y se agita a mano d urante 1 minuto. 

Se prepara una solución a blanco del mis mo modo , poniendo -

2 mi. de dicloruro e n lugar de l extracto. 

Se decanta la capa de hiclroxido de sodio e n un tubo de centri'fu

ga y se centrifuga hasta que el sobrenadante quede transparente. 

Se pipetean 3 ml. de la capa alcalina e n la celda de cuarzo del -

espectrofotometro Beckman mode lo D. U. con abertura de O. 86 mm. y -

se determ ina la abs orbancia a 308 mili.micra s . 

Cálculos : 

La de nsidad óptica de una solución de l mg . de Warfarina en -

100 ml. de solución de hidroxido de sod io al 1 3 es de O. 463 usando e l -
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mismo procedimiento. 

Si la densidad óptica de la muestra es D 

D (10 - 100) (100) 
3 Warfarina 

O. 463 (1000) (O. 6) (2 - 50) 

= D (O. 9000) 

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

lud para la determinación de Warfarina en concentrados a l O. 53 - 13 . 

J. B. Laclair del Departamento de Agricultura del Estado de Ca 

lifornia hizo una nueva modificación del procedimiento de la W. A. R. F. 

para la determinación de Warfarina en concentrados y e n cebos comerc~ 

les . 

Aplicación: 

W. A. R. F . Mé todo 821. O Procedimiento III 

La determinación de Warfarina en productos concentrados y -

en productos come r c iales que conte ngan aproximadamente -

O. 025 3 de Warfarina. 

Equipo, Material y Reactivos 

Balanza analítica. 

Espectrofotometro Be ckman mode lo D. U. 

Agitador magnético. 
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ml. 

minutos. 

al 13. 

Centrífuga. 

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

Tubos de centrífuga. 

Solución de pirofosfato de sodio ( Na 4P2o7 . 10 H20 ) al 13. 

Eter et ílico. 

Eter de petróleo. 

Procedimiento. 

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

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

Se centrifuga hasta que la capa etérea esté transparente. 

En otro tubo se ponen 10 ml. de solución de pirofosfato de sodio 

Se agregan 2 mi. de extracto e tereo. 

Se tapa y se agita vigorosame nte durante 2 minutos 

Se centrifuga a alta velocidad hasta que la capa etérea quede 

tra:isparente. 

Con un aspirador de punta fina se saca la capa etérea y la emu_!_ 

s ión que se forma en la interfase. 

Se agregan 2 ml. de éter, se agita vigorosamente, se centrifu-
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ga y se e limina la capa orgánica. 

Se repite la ex tracción con éter . 

Se hacen dos extracciones mas con éter de pe tróleo purificado 

prev iame nte por extracción con solución de pirofos fato de sodio al 13. 

Se e limina completamente la capa de solvente orgánico y se ha -

ce pasar una corriente de aire sobre la s uperfici e de la capa acuosa d~ 

rante unos segundos , para evaporar la s últimas trazas de solvente, ya -

que s i no se extrae completame nte después de la extra cción final, la fi na 

'.)e lícula que forma sobre la s uperfic ie de la solución alca lina pasará co

mo una s uspensión de minúscula s gotita s a la cubeta de cuarzo de l espe~ 

trofotómetro provocando la dispe r sión del rayo de luz. 

Se lle na la cubeta de cuarzo del espectrofotome tro con solución 

acuosa. 

Se de te rmina l.a densidad óptica a 305-310 milimicras usando so 

lución de pirofosfato de s odio al 13 pa ra ajustar e l cero del aparato. 

La solu ción de pirofosfato pa ra ajustar e l aparato debe extraer

se con éter etílico y luego con éter de petróleo purificado. 

3 Warfarina = Dxü. 9 

D = Densidad óptica de la muestra. 

Es ta modificación se hizo para evitar e rrores e n la medición ya 
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que el dicloruro de etileno usado en la extracción del producto comercial 

produce una turbidez que persiste aún después de una hora de centrifug:::_ 

ción. 

Ademá s su alta de nsidad hace que infinidad de peque l'ias partíci:_ 

las de la composición flote n sobre s u superficie . 

Por otra parte, la s olución de hidroxido de sodio usada pa r a ex-

trae r la Warfarina de la fa se orgán ica en e l análisis de formulaciones c~ 

me rcia les, d is uel ve considera ble ca ntidad de mate ria orgánica, tomando 

una coloración amarilla que no puede e liminarse completamente con las 

extracciones pos teriores con éter etílico y éter de petróleo dando resul-

tados muy altos como se de muestra en la siguiente tabla: 

TABLA 

Dete rminación de Warfarina en un ce bo preparado con un contenido de : 

O. 025 3 . 

Análisis Solvente Extractante 
3 Warfar~ 
na encon-
trada . 

l Oicloruro de etileno 10 3 NaOH 0.052 
2 1 3 Na 2P20 7 U.027 

3 E te r e tíli co 1 3 NaOH 0 . 04 3 
4 1 3 Nal2º7 0 . 027 
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En el año de 1953 J. B. La nclair uso columna de cromatografía 

empacada con atapulguita para purifica:;. extractos de formulaciones co

merciale s preparadas con maíz molidoy solución alcohólica de Warfari

na a s f como ce bos pe leteados. 

Al mis mo tiempo J. Eble desarrollaba un nuevo método de dete_: 

minación de Warfarina para la W. A. R. F . e n e l la ~oratorio del Dr . 

Karl Paul Link de la Unive r s idad de Wiscouns in. 

W. A. R. F . Método de Eble. 

Aplicación: 

Dete rminación de Warfarina e n formulaciones comerciales. 

Equipo, Ma terial y Reactivos . 

Balanza analítica . 

Espectrofotóme tro Beckman Mode lo D. U. 

Agitador mag né ti co. 

Centrífuga . 

Pipe ta s volumé trica s de 2, 3, 5, 10, 25 , 50 mi. 

Solu ción de hidróxido de sodio O. 005 N. 

Solución de pirofos fato de s odio al l 3· 

Solución de Acido clorhídrico 2. 5 N 

E te r e tíl ico 

Skellylsolve. 
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Muestra de la formulación. 

Procedimiento. 

Pese 2 gramos de muestra e n una bote lla de vidrio con tapan, 

agregue SO mi. de solución de hidróxido de sodio O. OOS N o de s olución 

de pirosfosfato de sodio al 1 'fo · 

Agite una hora e n e l agitador mecánico. 

Pa se 30 - 3S mi. de l ex tra cto a un tubo de centrífuga con tapan 

esmerilado, asegure bie n e l tapan y ce ntrifugue durante S minutos . 

Pipe tee 2S mi . de l centrifugado e n otro tubo de centrifuga. 

Ag regue Sml. de solución 2. S N de ácido clorhídrico. 

Agregue SO mi. de una mezcla eter e tilico - Skellylsolve (20 - 80) 

Agite durante S minutos . 

Ce ntrifugue si ha y formación de e muls ión. 

Pipe tee 20 ml. de la capa éte r e tílico-Ske llylsolve en otro tubo 

de centrífuga y agregue 10 mi. de solución e hidroxido de s odio O. OOSN 

o de solución de p irofosfato de sodio a l 13 . Ag ite durante 2 minutos . 

Saque la capta e ter e tíli co-skellyls olve y centrifugue durante un 

minuto con e l tubo destapado. 

Lle ne la celda de l espectrofotóme tro con la s olución a cuosa y -

lea la densidad ópti ca a 308 milimicras. 

Use s olución de hidróxido de s odio O. OOS N o de pirofos fato de 
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sodio al 13 para llevar a cero el aparato. 

Simultáneamente corra una muestra en blanco . 

3 Warfarina ( D - B/ -0 . 459 ) x O. 025 

D De nsidad ópt ica cte la mues tra. 

B Densidad óptica del blanco. 

E l método de Eble fué modificado por F . B. Coon y E. F . Rich

te r de la W. A. R. F. para hacerlo adecuado e n la determinación de la 

concentración de Warfarina en cebos peletados en los que es muy difícil 

extrae r completamente el principio activo solo con éter. 

Aplicación : 

W. A. R. F. Método de Eble modificado por Coon. 

Determinación de la conce ntración de Warfarina en cebos pe

leteados . 

Equipo, Mate rial y Reactivos. 

Balanza analítica . 

Espectrofotómetro Beckman Modelo D. U . 

Agitador mecánico . 

Centrífuga. 

Columna de vidrio para cromatografía . 

Baño de María . 
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Pipetes volumétricas de 3, 20, 25, 50 ml. 

Soludón de pirofosfato de s odio ( N
9

2 P2o7 ) al 13 

Solución de Acido clorhídrico al 2. 5 N. 

Mezcla éter e tflico-S kellysolve (20 - 80 ) 

Eter etilico. 

A ttapulguita. 

Procedimiento. 

Pese 2 gramos de muestra. 

Agregue 50 ml. de solución de pirofosfato de sodio al 13 

Agite durante 1 hora . 

Centrifugue durante 5 minutos. 

Tome alícuota de 25 ml. 

Agregue 5ml. de solución de á cido clorhídrico 2. 5 N. 

Agregue 50 ml. de solución é ter e tílico -Skellysolve. 

Agite durante 10 minutos. 

Ponga 20 ml. de la fase etérea un vaso pequeño y evapore a se -

quedad en Baño de María usando una corriente suave de aire. 

Recupere el residuo con 3 porciones de 1 ml. de éter etílico, -

pasando cada una de las porciones a Lravés de una columna de -

cromatografía empacada con 2 gra mos de Attapulguita. 

E luya con 20 - 25 ml. de éter etílico. 

Agregue 10 ml. de .solución de pirofosfato de sodio al 13. 

Agite vigorosamente. Deje separar las dos capas y saque la s~ 
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lución etérea . 

Lave la solución de pirofosfato de sodio con éter y luego con -

Skellysolve B. 

Determine la de nsidad óptica de la s olución alcalina a 308 mili

mi cras e n el espectrofotómetro Beckman modelo D. U. 

La Organización Mundial de la Salud e n e l boletín No. 6 - ace_e 

ta e l s iguie nte método de de terminación de Warfarina e n produ cto técni

co. 

W. H. O./SRT/6. 

Aplicación: 

De terminación de la concentración de Warfarina en produ cto 

té cnico . 

Equipo, Material y Reactivos 

Balanza analítica. 

Espectrofotómetro Beckman Modelo D. U. 

Matra ces aforados de 100 ml. 

Pipe ta s volumé trica s de 2ml. 

Solución de hidróxido de s odio O. IN. 

Mues tra de l produ cto técni co. 

Procedimie nto 

Pese con exa ctitud 50 mg. de la muestra y pá selos cuantitativa-
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mente a matraz aforado de 100 ml. 

Agregue solución de hidróxido de sodio O lN, disuelva y afore a 

la marca. Tome 2ml. de es ta solución y páselos a otro matra z aforado 

de 100 milílitros, afore a la marca con s olución de hidróxido de s odio -

0.1 N. De termine la absorbancia de la dilución final a 308 milimicras -

e n e l espectrofotómetro con abertura de O. 86 mm . usando solución O. 01 

N de hidróxido de s odio pa r a ajustar la tra nsmitancia a 100 3 . 

3 Warfarina a A x LOOO x 100/461 

A ::. A bsorbancia de la muestra. 

Lloyd C. Mitche ll de la Div is ión de Alime ntos , de l Departame!2. 

to de Educación, Salud y Bienestar Social de Washington D, C. presenta -

un procedimie nto pa r a la separación e identificación de Antu Pival y Wa~ 

farina por Cromatograffa e n pape l. 

Equ ipo, Ma re ria l y Reactivos . 

Lámpara de ultravioleta de Luz Negra de la Vogel Luminescen

ce Corp . de Sa n Francisco Ca lifornia . 

Cámara de cromatografía 

Pepe ! filtro Watman No . 1 de 8 x 8 pulgadas. 

Matraces aforados de 100, 200 ml. 

Pipetas volumétricas de 1 microlitro. 

Fase estacionaria: Se diluye n 4 ml. de dime tilace tarnida (De la 
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Eastman Organic Chemical, Distilation Products Industries, R~ 

chester 3, N. Y. # 4972) a 100 mi con éter etílico A. C. S. 

Fase móvil: Es una mezcla de octanos de grado comercial (De 

la Phillips Petroleum Corp. Bartlesville, Okla.) 

Agente Cromogénico: Se d isu~lven 11 gramos de KOH en meta -

nol A. C. S. s e e nfrfa y se diluye con 200 ml. de me tano!. 

Soluciones patrón: Se preparan al 1 % peso en volumen en dio

xano. 

El Pival y la Warfarina son es tables pero e l A:itu no, entonces -

se debe preparar justa me n e antes de pone r la muestra en el pa 

pel. 

No se debe mezclar con la s s-oluciones de Pi val y Warfarina . 

Procedimie nto. 

Coloque un microlitro de la :nuestra e n el papel a una distancia 

de 1 pulgada de l extremo late ral e inferior y entre cada una de las mue~ 

tras a probar. 

Con la s pipe ta s de un microlitro ponga la muestra de cada uno 

de los rodenticida s e n la parte inferior de 2 hojas de papel a una di~La~ 

c ia de por lo menos una pulgada de l límite inferior, latera l y entre cada 

una de las mues tra s . De je secar e l papel después de la aplicación de las 

mues tra s. 

117 



Ponga 50 mi.. de la ;'ase móvil e n la cámara de cromatograffa y 

colóquele su tapade ra de v idrio. 

Rocfe los pape les con e l solvente inmóvil ( Fase es tacionaria ). 

Inmediata me nte páse los a la cámara de cromatogra fía y sé ílela 

con un papel de ce lofan. 

Cuando e l s olvente móvil alcance e l límite s upe rior de la s hoja s 

(10 a 12 cm. de la línea escog ida para colocar la s muestras). 

Saque los papeles de la cámara, se ñale el frente de l solvente -

con un lápiz suave y cuélgue los e n una varilla de vidr io e n la campana. 

Déj r:- los secar por 3 - 5 minutos y obser ve a la luz ultravioleta 

e n 1 de e llos. 

Marque las man cha s con un lapiz suave y anote la coloración. 

Deje secar e l c rornatogra ma toda la noche. 

Rocíe el segundo cromatogra ma ligeramente hasta que quede h~ 

medo. Observe a la luz ultravioleta y vea si hay cambio de color en las 

man chas. 

Marque la s mancha s ,anote la coloración. 

Deje secar toda la noche . 

Al día s iguie nte observe el primer croma tograma a la luz ultra 

violeta :r vea si hay ca mbio de color e n la s manchas . 
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Rode lo con e l agente cromogénico y proceda del mismo modo 

que con el segundo cromatogra ma. 

La Warfarina da una mancha de color púrpura intenso tan pron

ro como se saca n los cromatogramas de la cámara por lo tanto e l crom~ 

tograma de be observarse a la luz ul travioleta tan pronto como el solven

te se eva pore lo suficie nte para poder manipular e l cromatograma, la c~ 

loradón púrpura se decolora lentame nte pero al s iguiente día aoarece -

como una coloración obscura azulada 

Cuando e l cromatograma se rocía con e l agente cromogénico y 

se observa a la luz ultravioleta cuando aún está ligeramente húmedo, la 

coloración púrpura se desva nece considerablemente, se oscurece yapa -

r ece ligeramente azulada. 

Los valores de Rf para, mezclas de rodenticida s y para los ro -

de nticidas solos se dan en la tablas siguientes: 
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TABLA 1 

Va lores de Rf y coloración de rode ntic idas mez clados por s uperposición 

de la muestra sobre e l papel. 

Rode nticida Colora c ión Promedio Límites de Rf 

Warfa ~rina Púrpura 0 . 14 U. 10 - O. l 9 

AnLu Az ul o. 35 o. 31 - O. 38 

Pival Ante Ins ig-
nifi -
cante. 

TABLA 2 

Valores de Rf cuando las muestras corresponde n al rodenticida puro. 

Rode nticida 

Wa r farina 

Antu 

Pi val 

Coloración Va lores de Rf 
Promedio . 

Antes de rociar con e l agente cromogénico 

Púrpura 0 . 66 

Azul 0 . 25 

Ante 
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Manchas adicionales después de rociar con el agente cromogénico. 

Warfa r ina Púrpura 

Azul pálido 

Azul 

0.03 

0.00 

0 . 00 

0 . 04 

o. 02 - o. 03 

o. 00 - o. 00 

O. 00 - O. 00 

o. 02 - o. 04 

Antu 

Verde 

Las formulaciones probada s fueron: 

Antu al 25 3 en un diluyente silíceo. 

Pival O. 05 3 en fluorita . 

Warfarina O. 53 e n fluorita. 

El procedimie nto fue el siguiente: 

Se pesó O. 1 gramos de cada una de las muestras y se puso en 3 

tubos de centrífuga. 

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

Se mezcló bien y se les puso un tapón de corcho. 

Se centrifugó hasta que quedó transparente . 

Se puso un microlito de cada una de la s muestras sobre el papel 

Se corrió e l cromatograma y se hizo la observación a la luz ul

travioleta. 

La coloración de la Warfarina es muy ligera por lo que debe i!!_ 

tensificarse por exposición de l cromatograma a los vapores de 

amoniaco e n un rec ipiente ce rrado, durante media hora. 
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Corn M. y Berberich R. describen otro método Fluorimétrico 

para la de terminación de Warfarina e n pla s ma de pacientes bajo trata -

mi ento médico a base de Warfarina y Fenilbutazona, en el año de 1967 . 

Robert L. Caswe ll del Depa r tame nto de Agricultura de Beltsvi

lle Nd. presenta e n la 27 /a Re unión a nual de la As ociación Oficial de Q~ 

mica y Agrkultura e l siguie nte método de de terminación de Wa rfarina e n 

formulaciones que conte nga n O. 025 3 de pri nc ipio a c tivo y que no sean -

cebos pele teacios o e n cebos he chos a ba se de maíz molido tratados con 

s olución alcohólica s oluciones azucaradas de Warfarina y luego deseca -

das: 

Equipo, Material y Reactivos 

Balanza 

Agitador mecánico. 

Centrífuga . 

Espectrofotóme tro Beckman D. U. 

Ma traz e rlenmeyer de 125 mi. con tapón. 

Tubos de ce ntrífuga de 15 mi. 

Pipe tas volumétricas de 2, 3, 10, 50 ml. 

Solución de pirofos fato de sod io al 13 (Disolver 5g. de pirofos -

fato de sod io Na 4P2o7. 10 1-1 20 en 500 ml. de agua destilada) 

Eter de petróleo pu r ificado (" 200 mi . de éte r de pe tróle o se -

trata n con 3 porc iones de 20 mi . de solución de pirofosfa~o de -

s odio al 13 ). 



Procedimi e nto. 

Se pesan 10 gramos de mues tra en un matraz e rle nmeyer de 

125 ml. provis to de ta pón. 

Se coloca e l matra z e n el ag itador y se agita durante 30 minu -

tos. 

Se pasan de 5 a 10 ml. de l ex tracto a un tubo de centrífuga con 

tapón y se centrifuga durante 5 minutos a alta ve locidad o ha s ta que la s~ 

lución es té clara . 

Se pipetea n 10 ml. de s olución de pirofos fato de sod io al 13 e n 

un tubo de ce ntrífuga, se agregan 2 mililitros de l extracto e téreo ce ntri

fugado. Se tapa e l tubo y se agita vigorosamente durante 2 minutos. Se 

centrifuga a alta ve locidad ha s ta que la capa a cuosa esté transpare nte. 

Se desecha la capa etérea incluye ndo la e mulsión que pueda for_ 

marse por medio de un aspirador. 

Se agrega n 2 ml. de é te r de petróleo purificado, se ag ita vigor~ 

samente y se descarga la capa e térea, repita la extracción dos veces -

má s . 

Haga una solución a blanco del mismo modo, ponie ndo éter pur_!_ 

ficado e n lugar de l ex tracto e téreo. 

Tome 3 ml. de l ex tracto acuoso e n una cubeta de s ílice y de ter-
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mine la absorbancia a 308 milimicras e n e l Expectrofotómetro Beckman 

D. U. con abertura de O. 86 mm. o e n cualquier aparato equivalente. 

3 Warfarina = A x O. 054 

DETERMINACION DE WARFARINA EN 

PRODUCTOS BIOLOGICOS. 

Como dijimos antes, la s determinaciones de concentración de -

anticoagulantes de la coumarina e n materias biológicas se han realizado 

con el objeto de es tudiar s u dis tribuc ión y meta bolis mo e n e l organismo. 

As í pues los animales de ex r erime ntación fueron tratados con grandes -

dos is de anticoagulante y s a crificados cuando aún contenían sus organis

mos grandes cantidades. 

En 1953 Yaya;na, Goto y Umezu utiliza ron e l método que Rose 

man y Green desarrollaron e l 1951 ¡Ja.::-a la de te rminación de Dicumar ol 

e n sangre ; para la determinación de Warfarina e n sa ngr e . 

Para su determinación usaron rata s que habían r ec ibido 75 mg. 

de Warfarina 24 hora s a ntes de la mue rte . Es ta cantidad corresponda a 

300 gramos de cebo para roedores. 

En 1956 Garner desarrolló' un método para la de te rminación de 

Warfarina en r es tos morta les, acidificó y ex trajo con una mezcla etanol 

-e te r, luego transfirió la Warfarina a una solución acuosa alcalina y de~ 
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pués a cloroformo, purificó oor cromatografía y determinó la absorción 

a ~a luz Ultravioleta. No pudo hacer la determlnación cuantitativa. 

E n casos de muerte vemos pues que el problema se complica ya 

que es tá comprobado por los experime ntos hechos s obre toxicidad, que -

los animales no mueren sino hasta varios días después de la ingestión de 

una sola dosis de Warfarina por lo que es de esperarse que si este com

pues to aún se e ncue ntra como tal en e l organismo del animal s u concen

tración es pequeñísima y su distribución será dife rente de la que tenía -

pocas horas después de tomar e l veneno. 

Si e l animal muere después de ingerir varias dosis, estas deb~ 

ron ser muy pequeñas. O puede suceder que el animal no ingiera el ve

neno durante los últimos días antes de la muerte. 

Los métodos de determinación de Warfarina debían pues ser lo 

suficie nteme nte exactos y sensibles para de tectar las pequeñísimas can

tidades del producto que permanecían inalteradas e n e l material biológi

co post-mortem (fra cciones de miligramo/Kg.) o sus metabolitos. Fué 

hasta e l año de 1960 cuando Hans Wantorp desa rrolla e l primer método 

aceptable para la determinacibn de Warfarina en material post-mor -

tem. 

Principio del método. 

El mate rial s e ex tra e con éte r y eta nol se purifica por lavado -
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con solución alcalina, luego se acidifica y v.uelve a extraerse con éter. 

Este e xtracto coloreado se purifica pasandolo por una columna de oxido 

de aluminio básico que retie ne la s impurezas, incluyendo las s ubstan -

cias coloridas y la Warfa r ina. 

Finalme nte s e e luye con metanol. Por partici ón e ntre la fa

se etérea y la fa se alcalina, la Wa r fa rina s e obtie ne finalmente en for

ma suficienteme nte pura para grafica r la curva de ab~ oción a la luz Ul

tra violeta. 

Equipo , Material y Reactivos . 

Balanza. 

Licuadora 

Agitador mecánico. 

Centrífuga. 

Morte ro. 

Matraces e rle nmeye r de 500 ml. con tapón es merilado. 

Columna de cromatografía de (250) (15m) con llave esme rilada. 

E mbudos de s eparac ión. 

Probeta s de 25, 100, 200 ml. 

Equipo de des tilación a pres ión r educida. 

Espectrofotómetro Beckman D. U. 

Eter libre de peróxidos . 

Alcohol e tílico de 95 3 . 
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Metanol G. R. 

Alcohol etílico de 95 3 acidificado con ácido s ulfúrico 4 N (1+-9) 

Agua acidulada con 1 ácido sulfúrico 4N (5ml. de áéido sulfúrico y 

1 ml. de agua destilada). 

Solución acuosa de pirofos fato de sodio al 4 . 53 

Oxido de aluminio básico: AKT-STUFE (WOELM) 

Sulfato de sodio anhidro. 

Arena fina. 

Procedimiento 

1. - Preparación de la columna de absorción: 

Se coloca un pequeño tapón de algodón en la parte baja de una colu!:!l 

na de cromatografía de (15) (250) mm. con llave esmerilada. 

Se llena con éter y se va poniendo óxido de aluminio a través del -

éter hasta que se forme una columna de 100 a 120 mm. de altura. 

Encima del óxido de a~uminio, se agrega sulfato de sodio anhidro -

hasta formar una columna de 120 m. de altura. 

Se hace fluir e ter a través de las 2 capas ha s ta que la superficie su 

perior del e te r quede a 2cm. de alto por encima de la capa de sulfa 

to de sodio anhidro. 

2. - Pre paración de la muestra : 

Los tejidos y el conten ido es tomacal, por separado , s on homoge n2._ 

zados e n una licuadora de aspas de rotación ha sta que tenga n cons~ 
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tencia de puré. 

La sangre se ce ntrifuga y se le s eparan los coágulos. 

El conte nido intes tinal y la orina no neces itan prepara c ión. 

3. - Extracción de l Mate rial: 

Se toma n 25 gramos de muestra , bie n sea de tejidos o contenido e~ 

toma cal. 

Se mue le n e n el morte ro con are na. 

Se agregan 75 ml. de alcohol a cidifi cado, e n peque ña s porc iones y 

se s igue molie ndo. 

Se pasa la mezcla a un matraz erle nmayer de 500 mo. con tapón e~ 

me rilado se e njuaga el mortero con 3 porc iones má s de éte r y se -

vacían al matra z . 

Se coloca e l matra z e n e l ag itador mecáni co y s e agita durante 30 

minutos . 

Se filtra sobre un e mbudo de separac ión. 

Se lava 3 veces con 75 mi. de é te r sobre e l e mbudo de separac ión. 

Si la mues tra es orina, úni came nte s e e njuaga e l matráz con 75 mL 

e n peque ña s porc iones. 

El extracto colectado se la va con 200 ml. de agua acidulada y lue 

go dos veces ma s con 100 ml. 

Las aguas de lavado se extrae11 2 veces ma s con 75 y 50 ml. de - -

éte r . 

Esta s fa ses e téreas se juntan con la prime r a extr acción e té r ea. 
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Los extractos e téreos combinados se secan con suficiente sulfato -

de sooio anhidro y luego se filtra n en una matráz de destilación. 

Se destila a presión r educida ha sta que solo queden 20 a 25 ml. de l 

extra c to. 

Este extracto se pasa a un e mbudo de separación lavando e l matraz 

con una pequeña cantidad de éter. 

4. - Purificación del extracto: 

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

de sodio. 

Luego la solución acuosa de pirofosfatos se extrae con éter hasta -

que ya no haya coloración. 

La fas e acuosa alcalina se acidifica con 5 ml. de ácido sulfúrico -

4N comprobando con papel indicador que el pH no sea más alto de 4. 

La s olución ácida se extra e 3 veces con 20, 15 , 15 ml. de éter . 

Los extractos e téreos se filtran suces ivame nte a través de sulfato 

de sooio anhidro. 

E l extracto e téreo completo o pequeñas alícuotas (es muy colorido) 

se vacían e n la columna de abs orción. 

Cuando ha bajado lo s uficiente, se lava la columna con 25 ml. de -

~ ter e n pequeña s porciones. 

Tan pronto como e l éter desciende hasra l.a columna de sulfato de -

s odio se de secha e l que corre a través de la columna de óxido de -

a lu minio . 
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La elución se hace con 50 mi. de me tano!. Es conveniente colectar 

e l eluido en un recipie nte de vidrio. 

E l eluido se evapora a Baño María hasta que solo queden 2 ml. 

Se agrega un poquito de éter y se pasa a e mbudo de separación en 

el cual se ha1 pues to de antemano 50 ml. de agua acidulada. E l r~ 

cipiente se e njuaga con otra pequeña porción de éter y se agrega e l 

embudo de separación. 

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 sepa ración lavando el recipiente de evapora - -

ción con éter. 

Finalmente se extrae la Warfarina con 10 ml. de solución acuosa -

de pirofosfato de sodio. 

Esta solución alcalina se usa para graficar la curva de absorción -

de 230 a 360 milimicras, usando solución de pirofosfato de sodio -

saturada con éter para calibrar e l aparato. 

130 



f 
OjOO 

OA OO 

0.300 

0.200 

0.100 

230 240 250 260 270 2so· 290 300 310 320 330 340 350 360 

Fig . 26 Curva de absorción de Wa rfa r i na con 10 microgramos 

de Warfarina por ml. de s olución de pirofosfato de s~ 

dio. 

5 . - Curva de cal ibración y Cálculo cua ntitativo de Warfar ina. 

La s curvas de ca libra ción e mpleada s e n la de terminación cuantit~ 

va se sepa ran con una solución que conte nga de 1 a 20 microgra -

mos de Warfarina por mililitro de s olución de pirofosfato de sodio. 

La ex t inc ión se grafi ca a 308 m ili micras s obre una línea base en -

tre la ext inción a 260 y a 360 milimicra s. 

La ex tin ción de la línea base a 308 milimicras puede ca lcularse fá -

c ilme nte mediante la s iguie nte fór mula : 
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EB =E 308 - ( E260 + E36U/2 ) 

E 

Longitud de onda. 

La línea base de extinción a 308 milimicras forma una línea 

recta desde el origen para la Warfarina. 
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Fig . 28 . - Curva de calibración para Warfa 
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Por medio de la curva de ca libración se puede calcular la canti 

dad de Warfarina e n la solución alcalina final s in que influyan apreciab~ 

me nte la s impureza s de los r e siduos. 

Por medio de l coefi c ie nte a ngular de las curva s estandarizadas 

y la línea base de extinción s e puede ca lcular la conce ntración de Warf~ 

rina e n la s olución de pirofos fato de sodio media nte la siguiente ecua 

ción : 
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Micrograrnos de Warfarina/ml.= 23. 8 x E8 

En 1962 Robert O' Re illy y colaboradores describen un método 

espectrofotométrico específi co pa.!'a la Determinación de Warfarina inal

terada en plasma y para la de te rminación de un metabolito de la Warfa~ 

na e n la orina. 

Es te método está basado en e l método de determinación de Dicu 

marol en fluidos biológicos, propuesto por J. Axelrod y colaboradores -

en e l año 1949. 

Fundamento de l M~todo. 

La Warfarina es extraída con dicloruro de e tileno acidificado, -

lavada con a lcali suave y recuperada de la fus e orgánica con alcali fuer

te. 

La extinción se mide espectrofotométricamente a la máxima ab 

sorción de la Warfarina en la luz ultravioleta. 

Equipo, Material y Reactivos. 

Espectrofotómetro Bec kman D. U. 

Agitador mecánico Kahn. 

Ce ntrífuga. 

Je ringas hipodérmicas. 

Pipetas volumétricas de O. 5, 1, 2, 4, 5 , 10 ml. 
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Embudos de separación de 30 ml. 

Matraces er lenmayer de 50 ml. con tapón. 

Tubos de e nsaye . 

Muestras de sangre, orina, heces . 

Solución salina al O. 73 

Citra to de sodio. 

Solución de ácido clorhídrico 3N. 

Solución buffer de fosfatos de pH 7. 25 

Solución de Hidróxido de sodio 2. SN. 

Dicloruro de etileno. 

Procedimiento. 

l. - Prepa:::-ación de las muestras . 

La sangre se saca por punción venosa. 

E n un tubo se , 1mezcla con 3. 2 3 de citrato de sodio en solución sa -

lina al 73 e n proporción de 9: 1 

Se centrifuga a 2000 r. p.m. durante 30 minutos a 4o C. 

Se separa e l plasma y se refrigera a -20º C. durante 24 horas. 

La orina y las heces se pesan por separado y se toman alícuotas. 

Se refrigeran a -20° C. 

2. - De term inación de Warfarina en pla sma: 

Se pone n 20 ml. de dicloruro de e tile no G. R. en un matraz de 

50 ml. 
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Sobre esta capa orgánica se vacían 2 MI. de p lasma , 1 ml. de agua 

des tilada y O. S ml. de ácido clorhídrico 3 N. 

Se agita en e l ag itador horizontal de Kahn dura nte 2 minutos. 

Se dejan se parar la s dos capas. 

Se desecha la capa acuosa superior. 

Se pasa la fa se orgánica a un ma lraz. 

Se agregan Sml. de s olución r egu ladora de fos fatos O. S M de pH 

7. 2.'1. 

Se agita durante S minutos y se desecha la ca pa acuosa s uperior . 

Se toman 15 ml. de la fa se orgánica y se vacían a un 3er . matraz . 

Se agregan 4 ml. de s olución de hidróxido de sodio 2. S N. 

Se agita durante S minutos. 

Se toma muestra s ufic iente para llenar la cubeta del espectrofotó- 

me tro y se mide a 308 milimi cra s con una abertura de 30 mm. 

La s substancias inte rfe r e ntes se mide n a 360 milimicras. 

Simultanea mente se corre una mues tra de pla s ma normal y un pa -

trón que contenga de S a 20 mkrogramos de Warfarina por milili

tro de plasma para cada de terminación. 

Se ha ce n 3 de te rminaciones y se saca promedio de la s lecturas de 

a bs orba ncia . 

La conce ntra c ión de Warfarina se calcula usando la s s iguientes fó_E 

mulas: 
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Densidad óptica neta :. (A 308 - A360) - ( B30.& - 8360) 

A- Ahsorbancia de la muestra. 

B = Absorbancia de e l blanco (Plasma norma'.). 

Por medio de una gráfica que relacione la i)e nsidad Optica neta 

y la concentración de Warfarina en microgramos por ml. se determina 

La concentración de la mues tra. 

La gráfica se traza con mues tra s de plasma normal al que se le 

agregan concentraciones sucesivas de Warfarina pura y se corren en la s 

mismas condiciones que la mues tra. La relación entre La de nsidad ópti

ca y la concentración de Warfarina en microgramos es lineal como se -

muestra e n la siguiente figura: 

De nsidad óptica 

neta. 

JCO 

Warfa ::ina e n microgramos/ml. 

H. C. Hollifie ld y J. D. Winefordner de La Universidad de Flo~i 

da , desa rrolla ron un método de determinación de Warfa r ina en sangre -
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entera por Fluorimetría e n e l año de 1966 . 

Funda me nto. 

La inte nsa fluorescencia que presenta la Warfa:::-ina cuando se -

exita mediante una fu e nte de Xenon, permite s u de terminación en am - 

plios lím ites de concentracíón sin necesidad de procedimientos especia -

les de purificación. 

Equipo, Material y Reactivos. 

Balanza analítica. 

Centrifuga. 

Agitador mecánico . 

Espectrofluorimetro Aminco-Bowman No. 4-8202 equipado con 

Tubo fotomultiplicador RCA IP 128. 

Lámpara con arco de Xenon de 150 W. 

Regis trador X - Y No. 1620-814 American Instruments Co. 

Inc. 

Matraces aforados de 50, 100 ml. 

Ma traces erle nmeyer de 20 mi. 

Pipetas de 1, 10 ml. 

Columna de destilación de 6 pies. 

Alcohol etílico absoluto. Destilado al vacío e n la columna e n

chaque tada, plateada, empacada con hél ices e nrolladas y pro

porc ión de r e flujo 15: 1. 
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Se toma e l corazón y se prueba s u seña l de fondo en el espectr~ 

fluorímetro . 

Solución patrón de Warfarina SO mililitros de alcohol des tilado, 

adicionado con 5 gotas de di-n-butilamina pa ra me jorar la dis~ 

lución . 

Procedimi e nto. 

Se determinan los aspectros de emis ión y de excitación de la s~ 

lución patrón y los límites de co:1centración detecta bles . (Son aquellas 

concentraciones que dan una señal al. doble de la desv iación es tandard de 

la señal de fondo obte nida con e l blanco). 

La mues tra a determinar" De sconocida" se prepara poniendo e n 

un matra z erlenmeye r de 20 ml.: 8 ml. de alcohol etílico absoluto desti

lado, EAO. 

lml. de s olución de Warfarina en AEAO. 

1 ml. de sangre e ntera citratada. 

El blanco se prepara poniendo en el ma tra z e rlenmeyer: 

9ml. de Alcohol e tfii co absoluto destilado A. E . A. l. 

lml. de sa ngre e ntera citratada. 

Se coloca n los matraces e n e l agitador mecánico y se agitan de 

3 -5 minutos. 



Se centrifugan durante 5 minutos para separar las protelnas pre 

cipitadas . 

Se toma un ml. de l s obrenadante y s e diluye con Y ml. de -

A.E.A . D. 

Se mezcla bien y se mide s u intens idad re lativa de fluoresce n-

cia . 

Esta señal relativa se corrige r es tando e l va~or obtenido en la 

sangre (Que es la diferencia obte nida entre la seña l dada por e l Blanco: 

Sangre, alcohol ,.etílico absoluto destilado - la señal obtenida con el 

A. E.A.D. solo). 

La conce ntración del "Desconocido" se encuentra comparando 

la señal obtenida con la que se obtiene de una solución es tandard. 

La sensibibilidad de este método es de O. 1 mg. de Warfarina -

por 100 ml. de sa ngre a 10 mg . de Warfarina por 100 ml. de sa ngre . 

Ruessel H. A. del Instituto ele Química de Hannover Alemania, 

desa rrolla un método de dete rminación de Warfarina y otros rodcntici

das, por Cromatografía de Capa Fina e n pre.duetos bi ológicos e n e l año 

de 1970. 

Las placas s on de MN - Polygra m SIL N/ UV 
2

:=i
4

. 



La fase móvil es dicloruro de etile no o una mezcla dicloruro de 

e tileno-ácido acético 9:1. 

La s muestras s on 5 a 20 microlitros de ex tracto de hígado en -

ace tato de e tilo. 

La s mancha s se r evelan con dos age ntes cromogénicos: 

a) Con s olución al O. 13 de dicloroquinona diclorimida en al

cohol me tfiico y rociado posterior con solución de carbonato 

de sodio al 10 3. 

b) Con una mezcla enfriada de 25 ml. de solución de ácido sul 

fanfiico al O. 33 en ácido clorhídrico de 83 y l. 5 mi. des~ 

lución de nitrito de sodio (NaN02) al 53 y rociado posterio_!: 

mente con solución de carbonato de sodio al io 3 . 

Las manchas aparecen en 30 minutos. 

Los límites de sensibilidad para la Warfarina son de 3-5 -

microgra mos. 

P. Daenens y M. Van Boven de l Laboratorio de Toxicología de la 

Universidad de Lovaina Bélgica, desarrollan una método de Cromatogri:_ 

ffa en Capa fina para la identificación de Warfarina en casos de intoxica -

ción en el año de 1 :no. 

Utilizan placas de vidrio r ecu bierta s de Silica Gel G de Merck 
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para prepararlas mezclan 30 gramos de sflica gel con 65 ml. de agua -

destilada para placas normales y 65 ml. de una solución reguladora Jos -

fatos 0.25 M de pH 11 (Na
2
HP04 y Na

3
p
04

). 

Para placas con solución reguladora: 

Se agita vigorosamente. 

Se recubre n la s placas de vidrio de 20 x 20 cm. con una capa de 

250 micra s de espesor. 

Se dejan secar a temperatura ambiente durante 30 minutos y lu~ 

go se secan en el horno a llO ºC. durante 45 minutos. 

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

grado analítico. Se preparan volúmen a volúmen. 

a) Para placas de Süica Gel G Normal: Cloroformo - metanol 

97; 3 

b) Para Placas de Sílica Gel G con solución Reguladora: 

Cloroformo-be nce no-Acido fórmico (de 98 -100 3 ) -acetilac~ 

tona 49 : 48 : 2 : l. 

Muestras. - 20 microlitros de solución alcohólica contenien 

do Smg. /ml. del compuesto. 

La visua liza ción se ha ce con 2 reveladores: 

a) Solución de Hidróxido de Sodio a l 8 3 e n metanol o agua de~ 
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tilada y observación a la luz Ultravioleta (254 mm.) 

b) Solución de 2, 6 dibromOCJ.uinona 4-clorimida al 13 en met~ 

nol, s eguida de cale ntamiento de las placas a 100 °c. duran 

te unos pocos minutos . 

La dens idad de la colorac ión de la s manchas puede aumen-

tarse rociando las placas con una solución saturada de bi--

carbonato de sodio (naHC03) e n agua des tilada, antes de l ca 

le nta mie nto. 

Los valores de Rf y la conducta cromogé nica de la Warfari-

na se dan e n la s iguiente tabla: 

Rf X 100 
Solvente 

a b 

WARFARINA 12 

Na O 

Luz visible U. V 
(254nm) 

2, 6-Dibromo 
quinona-4-
clorimida. 

49 - - - - - - Púrpura Café verdosos 
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VIII. - CONCLUSIONES Y 

RECOMENDACIONES 

La Warfarina como la mayoría de los derivados de la 4-hidrox.!_ 

coumarina causa la r educción de la capacidad coagulante de la sangre, -

disminuyendo los niveles plasmáticos de Protrombina o Factor II, Factor 

Vll, Factor IX y Factor X que se agrupan bajo el nombre de Complejo -

Protrombina. La consecuencia de esta disminución es la presencia de -

hemorragias especialmente hemorragias internas de fatales consecuen

cias. 

El modo de acción de la inhibición de los factores de coagula -

ción de la sangre no es tá aclarado de modo definitivo. 

Muy al principio de las inves tigaciones correspondientes, se -

pens ó que había una acción competitiva entre la Warfarina y la vitam ina 

K e n el s iste ma enzimático r es ponsable de la s íntesis de las pr oteínas -

que integran e l Complejo-protrombina, de manera semejante a la fun -

ción de a ntimetabolito que tienen la s sulfonamida en las bacterias, com-
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pitiendo con e l ácido para-aminobenzoico e n e l sistema enzimático r es 

ponsable de la s íntesis del ácido fólico. Esta teoría no pudo comprobar

se en e l trabajo de expe rimentación. 

Martiuz y Nitz -Litzow quienes encontraron que el Oicu marol d~ 

sacopla la fosforilación oxidativa sugirieron que la Warfarina como der.!_ 

vado de la 4-hidroxicoumarina también desacoplaría la fosforilación oxi

dativa e n mitocondrias, y por tanto habría una inhibición general en la -

síntesis de proteína s . 

Judith G. Pool y Borchgrevink demostraron que la acción de la -

Warfarina sobre la fosforilación oxidativa solo se efectúa In Vitro y que 

In Vivo , no s e efectúa o se efectúa en un grado tan pequeño que no inter

fiere s on el transporte o la incorporación de aminoácidos a las proteínas. 

El conocimie nto de que las pr oteínas plasmáticas del Complejo 

Protrombina se sintetizan e n la fracción microsomal de las células hep_! 

ticas llevó a la con r:lus ión de que la Wa rfarina no actúa interfiriendo con 

la liberación de l Complejo -protrombina de los hepatocitos sino que de be 

a ctuar en un paso ante rior al a coplamiento de l grupo antigénico de term.!_ 

nante de la proteína. 

Con e l advenimie nto de los a ntibióticos y el descubrimie nto de 

que a lgunos de ellos inter fie r e n con la s íntes is de proteínas por ejemplo 

la Puromicina cuya inter fe r e ncia se efectúa a nivel del comple jo riboso-
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ma 1 s - RNA impidiendo la completación de la cadena polipeptídica, Polson 

y Wosilait concluyeron que s i bie n la Warfarina y la puromicina prolo:i

gan el tiempo de protrombina no podían asegurar que el sitio de acción -

de las dos droga s fuera e l mi smo y que si los ribosomas son suceptibles 

a la acción de estas droga s en la síntesis de los factores de coagulación, 

la Warfarina pcxlría actuar ahí o en un paso s ubsecue nte por ejemplo po

dría inhibir la adición de la porción protéica a la nueva proteína formada. 

Robert Ols on traba jando con Actinomicina O postula que la Wa::_ 

farina actúa a nive l de l RNA dependiente del DNA, interfiriendo con la -

acción de la vitamina K sobre el gene represor que regula la expresión -

de información genética para la prcxlucción de los factores de la coagula -

ción de la sangre. 

Sin emba rgo J. D. Suttie trabajando con puromicina, actinomic2_ 

na O y ácido orótico no pudo comproba r la teoría de Olson ya que al ex

perimentar con ratas deficientes de vitamina K, e l hígado ais lado y per

fundido respondió a la administración de vitamina K, produciendo y lib~ 

rando Factor VII e n el líquido de perfusíón. Los resultados de este es~ 

dio s ugie ren pues que la acción de la vitamina K y por lo tanto de la Wa!_ 

far ina como su antagonista está s ituado más allá de la formación del ác!_ 

do ribonucleico mensajero específico y que este sit io puede ser o puede 

estar probable me nte entre la formación del péptido naciente, e n la sep~ 

ración del péptido de l ribosoma, en la unión de la porción carbohidrato 
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o en el transporte de la glicoproteína fuera de la célula. 

Hans Prydz , Anne Gaarder, G. Gaudernack y A. Glaudhaug, e~ 

tudiando la localización celular de l Factor VII s obre la base inmunológi

ca de que es una Glicoproteína concluyen que la fracción mi crosomal de 

las células hepáticas es tá involucrada en un paso final de la biosíntesis -

del factor VII o es un lugar de a 1.ma cenamiento temporal, de l cual puede 

liberarse , probableme nte por un meca nismo enzimático. 

Ahora bie n s i la biosíntesis de esta glicoproteína es fundamen

talmente semejante a la de otras glicoproteínas , y acticomicina D y la ~ 

cloheximida como inhibidores de la síntesis del ácido ribonucléico me nsa 

jero mRNA y de polipéptidos e jercen s u acción e n 35 a 40 minutos disrn__!_ 

muye ndo la concentración de Factor VII e n tanto que la Warfarina nece

sita de 90 a 120 minutos para causar la disminución de dicho factor, su 

punto de acción debe es tar mas allá del punto de acción de estos inhibid~ 

res, después que la s íntesis de la cadena polipeptidica se ha completado. 

Esquema II. 

Por otro lado, la finalización última y e l transporte del factor 

VII fuera de la célula están ma s allá de l pas o de inhibición de la Warfa~ 

na por lo que es de s uponer que el punto de a cción es té e n el acoplamie~ 

to del grupo de carbohidrato en la cadena polipéptídica. 

Además de su efecto a nticoagulante la Warfarina tie ne acciones 
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farmacológica s que no es tán r e la cionadas con la coagulación de la sangr e 

como s on 
Depresión del músculo cardia co. 

Depres ión de la contractibilidad de la musculatura li sa : 

Vasodilatación 

Uricosuria . 

Acc ión a ntiba cteria na. 

Los es tudios O' Re illy y colaboradores sobre la admini s tración 

de Warfarina a voluntarios de muestran que la máxima concentración de 

Warfarina en plasma se obtiene e n 2 a 12 horas . Tabla l. 

Durante la fa se de e liminación, la concentración de Warfarina -

e n e l pla s ma disminuye expone ncialme nte. 

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

4'.l horas. 

La absorción de la Warfarina es completa ya que no se encuen -

tra Warfarina en el contenido intes tinal ni aún después de administrar al 

tas dosis (6mg/Kg. ). 

La veloc idád de absorción está e n relación directa con el tama -

ño de la dosis , la s dos is mayores producen una velocidad de absorción -

ma yor y má s rápida e n tanto que la s dos is menor es alcanzan e l máximo 

con le ntitud. F ig. 7. 
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Me nos del 13 de Warfarina se excreta inalte rada e n la orina . 

La excresión de me tabolitos se inicia le ntame nte alcanzando s u máximo 

e n 12 a 60 horas. Casi e l 90 3 se excreta e n 96 hora s y e l 99 3 e n 144 -

hora s . 

La Warfarina es tá unida fuerte me nte a la albumina , una proteí

na plasmática; en un 97 3 lo cual explica la ausenc ia de Warfarina en los 

glóbulos rojos, fluido cer e broespinal, orina y que s u volume n de distri

bución sea idént ico al espacio correspondiente a la albúmina . 

Los estudios famacocinéticos de la Warfarina hechos e n rata s , 

perros y monos Rhesus indican que la s ratas y los monos e liminan mli s 

rápidamente la Warfar ina que los perros y el hombre. 

La teóría de acción competitiva e ntre la Warfarina y la vitami

na K se fundamentó en la similitud de la estructura química de los dos -

compuestos . 

Mentzer propuso que las propiedades anticoagulantes de un com 

puesto quimico se deben a la prese ncia del grupo, 

-c=c- c -

0 1:-1 R O 

presente e n la 4-hidroxicoumarina, indanediona y e n la 3 -hidroxi, 1,4, -

naftoquinona. 
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Parece ser que la solubilidad e n lipoides es un r equisito neces i:._ 

rio oara que un compuesto ejer za su acción anticoagulante. 

En resume n pode mos decir que es necesario que exis ta cierta - · 

configuración estructural tanto como determinadas condiciones de solubi 

lidad. 

Los primeros estudios sobre el metabolismo de Warfarina ma~ 

cada con Carbón 14 e n ratas, indicaron que el 90 3 de la radioactividad -

total se excreta en 14 dias y el 10 3 restante e n un período de 90 días -

más de la mitad se excreta en la orina y el res to en las heces. No hay -

carbón marcado en el co2 expirado. La Warfarina marcada se acumula 

en el riñon , hfgado y páncreas en el que existen 3, 12, 15 veces más que 

en la sangre . 

E n la orina se encontraron 3 metabolitos que se identificaron c~ 

molos derivados hidroxilados de la Warfarina en las posiciones 6, 7 y 8 

con una concentración de 15. 4, 35 y 9. 5 3 . Es tos metabolitos no tienen 

actividad anticoagula nte. 

La formación de estos metabolitos es catalizada por la fracción 

mi crosomal, y necesita oxígeno molecular y NADPH para que se lleve a 

cabo. 

Posteriore s es tudios de mostraron que la orina de rata s resis

te ntes a la Warfarina poseen 6 metabolitos que s e identifica ron como los 
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derivados hidroxilados de la Warfa r ina en la s pos ic iones 6 , 7, 8, 4 ' , un 

conjugado de l 7 -hidroxiwa r farina-g lucur ónido y e l 2, ;) -dihidro-2-metil-

4-fe nil-5oxo-ga mma -pirano(3, 2-c ) (1) be nzon ira no. 

Los me ta bolitos que se excreta n e n las heces s on los mismos s o 

lame nte varía s u concentración. 

Es tos me ta bolitos s on inactivos como anticoagulantes , s ólo el 4' 

hidroxiwarfarina presenta a ctividad. 

En los extra c tos de orina de voluntarios que r ecibieron dosis de 

Warfarina s e encontraron los derivados hidroxilados de la Warfarina en 

pos ición 6 , 7 y 2 productos de r educci ón de la ce tona de la cade na alquf

lica ~a tera l: isómeros de l a cohol de la Warfarina. 

Los expe rime ntos para de mos tra r la toxicidad de Warfarina e n 

perros y cerdos con dos is única s y dos is r epet ida s demoH raron que, -

una sola dos is parece ser r e lativame nte inocua para los perros , pe ro 

que puede n morir con pequeñas dos is repe tida s O. 2 mg/Kg. ó O. 3 mg/Kg . 

Una s ola dos is es fatal para los cerdos y muer e n a peque ña s d~ 

s is r epetida s O. 2 mg . /KG. 

Los t ie mpos de superv ive ncia des pués de ingerida la dos is de 

Warfarina s on de 6 -1 4 dfa s e n perros y 4 -12 día s e n cerdos . Es tos tie m 

pos de supe r vivencia pa r ece n ser indepe ndie ntes de la magnitud de la d~ 

s is . 
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Los tiempos de protrombina s uben en 24 horas alcanza ndo el máx!__ 

mo (ma s de 10 minutos) en pocos día s . 

Los animales se vuelve n apáticos y mue r e n e n es tado de coma. 

Aigunas veces aparecen tumefa cciones alrededor de la s arti culaciones -

de la s extremidades y e n la parte ba ja de la mandíbula inferior. En al

gunos casos hay presencia de sangre e n la orina y la s heces y hemorra

gias persistentes e n pequeñas lastimadura s o raspaduras . E n muchos ca 

sos los cerdos orese ntan parálisis. 

Al principio aumenta s u temperatura pero durante e l último día 

de vida es tá bajo lo normal. 

Las observaciones anaromopatológica s se caracte rizan por he

morragias en diferentes órganos y tejidos. 

Todos los perros presentaron hemorragias en la cavidad torác_! 

ca y la mitad presentó hemorr3g ias en las extremidades, en cambio e n 

los cerdos la s hemorrag ia s se prese ntan en la s ex tremidades y en la ca

vidad abdominal. 

La determinación de la Warfar ina e n productos técnicos formula 

dos o biológicos cualquiera que sea la técnica que se emplea se funda m~ 

ta e n el ca:-:-ácter d~bilmente ácido del compuesto que permite su extrac

ción con s olventes orgánicos e n medios dé bilme nte ácido o con solucio

nes acuosas alcalina s y su purificación por partición entre solventes . 
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orgánicos y soluciones acuosa s alcal inas o por cromatografía e n columna 

o e n oapel. La ide ntificación final y la cuantificación por espe ctrofoto

metrfa es muy convenie nte porque es a ltame nte sensible aun a pequeñas 

conce ntraciones,para la de te rminación del anticoagulante e n producto té~ 

nico y formulado los métodos s on s emeja mes , s olo que en estos, ca s os 

la concentración de anticoagulante es tan alta que hay que toma r cantida

des r e lativame nte pequeñas de l producto a dete rminar , s in e mbargo fre

cue ntemente la naturaleza de l mate ria l e mpleado en las formulaciones ~ 

ficulta la purificación y es necesario e mplear métodos de purificación -

mas s otisficados como la cromatografía e n bentonita o en óxido de alum_!. 

nio. 

Para la de mostración de Warfarina en productos biológicos, se 

aplica el mismo principio, que se util iza e n la determinación de Warfar_!_ 

na e n productos técnicos y formulados cons idera ndo que si se trata de -

productos pos-morte m e n los que la concentración de l anticoagulante es 

muy baja y la s impurezas que pudieran falsear los r es ultados muy altas , 

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

Después de la cromatografía es conveniente eluir con un solveE 

te fue rte mente pola r como meta no!, eta nol o acetona, Este eluido es el 

que se utiliza para la ide ntifica c ión y cuantificación final de la Warfarina 

por la técnica mas adecuada: Cromatogra fía en Capa Fina, Espectrosc~ 

pia de Absorción Ultraviole ta o espectrometría 0e masas. 
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E l material biológico post-mortem mas adecuado oara hace r la 

identificación y cuantificación de Warfarina es e l hfgado pero también 

puede hacerse en riñon y sa ngre. Si e l anima l o la persona intoxicados 

han ingerido la Warfarina un día o dos antes de la muerte , e l a nticoagu -

la nte puede permanece r en el es tómago y e n el contenido intestinal y por lo 

tanto ouede identificarse y cua ntificarse e n e llos e n forma inal terada o co 

mo sus metabolitos. 

La determinación de Warfar ina debe hacerse tan pronto como -

sea pos ible después de la autoosia o a mas ta rdar una o dos se manas ya 

que pasadoeste tie mpo, e l anticoagulante puede sufrir cambios que impi-

den su identifica ción. 

Con el objeto de dis minuir e l riesgo de intoxicación por Warfa~ 

na y proteger a la s personas y a los a nimales domésticos cuando se e m-

pleen los rodenticida s para combatir a la s ratas , es necesario no dejar 

estos productos donde los niños o animales domésticos tengan posibili ·--

dad de consumirlos. 

"" -- -
Si se usan pr eparaciones e n polvo no deben e~·~irse-err luga .,,__ 

res frecuentados por los niños o a nima les domés ti cos ni e n lugares e n -

que pueda n mezclarse con los a li mentos . Pasado un tiempo el cebo o -

polvo rodenticida debe removerse cuidadosa me nte . 

Es convenie nte colocar e l rodenticida e n recipientes adecuados 
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y situarlos en lugares inaccesibles para los niños y animales domésti .. 

cos. 

También es conveniente impregnar los rodenticidas a base de -: 

cereales con un colorante con lo cual se evitaría la posiblidad de confun

dirlo con el alimento. 
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