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DETERMINACION DE RESIDUOS DE WARFARINA
EN BOVINOS TRATADOS CON VAMPIRINIP III . 2

Resumen

Rosa M* ANava y DAvira Gamibr 2
Bentto Carrera y DE La Tomge?

Se trataron 4 bovines productores de leche con Vampirinip IlI, cuyo principio active (warfarina) fue
marcado con 1l4c. Se determiné la radioactividad total presente en las muestras de leche y en las de hi-
gado, rindn, pincreas, corazén, pulmén, bazo y misculo, por el método de centelleo en liquidos. Se midio
la radioactividad total y se consideré como warfarina, sin diferenciar metabolitos. Las concentraciones en-
contradas fueron menores a 3 ppm. Se consideran estos niveles muy bajos como para representar peligro
para el humano que consuma los productos de los animales tratados.

La warfarina es el anticoagulante oral mas
potente, de los analogos sintéticos de la bishi-
droxicoumarina. Se utiliza en terapia humana
para la prevencién de trombosis a dosis que
varian de 25.75 mg iniciales y 1.5 mg diarios
subsecuentes (Goodman y Gilman, 1970;
USP, 1965). No se conoce aiin su mecanismo
de accién, pero parece que actia en el higado,
impidiendo la sintesis de protrombina a par-
tir de vitamina K (Barker, Hermodson y Link,
1970; Shah y Suttie, 1971, Suttie, 1973). Los
anticoagulantes orales se han usado satisfac-
toriamente como rodenticidas (Caswell, 1960),
aunque O’Reilly (1968), Pool (1968) y Da-
vis y Davies (1970), informaron la aparicion
de resistencia; se han usado también como
vampiricidas: Linhart, Flores-Crespo y Mit-
chell usaron la clorofacinona (1972), Thomp-
son, Mitchell y Burns la difenadiona (1972),
y Flores-Crespo, Ibarra y De Anda (1976)
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introdujeron el uso de la warfarina. Thomp-
son, Mitchell y Burns (1972), administraron
difenadiona por via intrarruminal, mientras
que Flores-Crespo y Said (1977), adminis-
traron la warfarina por via intramuscular.
Estos dos altimos métodos muestran una alta
efectividad vampiricida, informéindose tam-
bién que no hay peligro para los animales
tratados. Bullard, Thompson y Holguin
(1976, 1977), encontraron 0.15 ppm o menos
de difenadiona en higado y riiion a los 90
dias después del tratamiento y menos de 0.01
ppm en sangre, cerebro, grasa y misculo a
los 30, 60 y 90 dias después de administrar
1 mg/kg de difenadiona, segiin el método in-
trarruminal ya mencionado (Thompson, Mit-
chell y Burns, 1972). Cuando administraron
2.75 mg/kg encontraron en leche 21.3 ppb o
menos a las 12, 24 y 48 hs después de la ad-
ministracion y nada después de las 72 hs. Los
becerros alimentados de la leche de las vacas
tratadas no presentaron ningin cambio en
el tiempo de coagulaciéon, ni presencia del pro-
ducto en la sangre; en ambos trabajos se de-
terminé la difenadiona por cromatografia gas-
liquido. O'Reilly y Aggeler (1970) no encon-
traron warfarina, por analisis quimico, en
leche de dos mujeres sujetas a terapia con
este anticoagulante. .

Con objeto de esclarecer los peligros de to-
xicidad del uso amplio de la warfarina como
vampiricida, con el método intramuscular
propuesto por Flores-Crespo y Said (1977),
se determind realizar el estudio de cinética,
distribucién y metabolismo del compuesto, en
bovinos. Los datos que aqui se presentan son
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Cuapro 1

Caracteristicas del tratamiento

Vaca FECHA Duracién Peso Cantidad de warfarina
Nim Iniciacién Sacrificio (ha) (kg (Act. especifica)
1 2476 29.V.76 120 169 2345 ¢ (0298 uCi/mg)
2 7-VI-76 12.VI-76 120 373 1.865 g (0.2499 pnCi/mg)
3 14-VI-76 30-VI-76 384 478 2,390 g (0.230 pCi/mg)
4 12 VII-76 28-VII-76 384 359 1.795 g (0.362 pCi/mg)

Earte del estudio que sera objeto de otra pu-

licacion.
Material y métodos

Debido a que no se podian utilizar los mis-
mos animales de experimentacion como con-
troles, dado que seria necesario tomar biop-
sias y eso produciria “stress”, se obtuvieron
en el mercado muestras de leche, higado, ri-
fién, bazo, pancreas, corazon, pulmén y
misculo esquelético de 5 animales, estanda-
rizando con estas muestras la técnica utiliza-
da y determinando el “quenching”. La detec-
cién de radioactividad se hizo en un espec-
trémetro de centelleo en liquidos, Packard
modelo Tricarb 3330, segiin la técnica des-
crita para el uso del Instagel.® Para la cali-
bracion del espectréometro se utilizé un es.

i * Marca Registrada de Packard Instrument Co,
ne.

tindar de 14c.* Se trataron 4 bovinos adul-
tos, de raza Holstein, en produccién lctea,
con Vampirinip I1[: 5 mg de warfarina** /kg
por via intramuscular, disuelta en solucién
acuosa alcalina y marcada con l4c Warfa-
rina.*** Las caracteristicas del tratamiento
se muestran en el Cuadro 1.

Cada animal en experimentacién se man-
tuvo en un corral adaptado como jaula meta-
bélica y se le proporcioné una dieta a base
de concentrado y alfalfa achicalada. Tuvieron
libre acceso tanto al alimento como al agua.
El corral de 5.20 x 4.40 m, se encontraba
en el interior de un cuarto techado y estaba
dividido longitudinalmente por una barda de
1.00 m de altura; las secciones quedaban
comunicadas por medio de una puerta. Am-

*  Packard Instrument Co. )
#» Warfarin K & K ICN, New York, U.S.A.
¢** Warfarin 14¢ (3-Alfa-Acetonyl [Alfa-14c]
benzyl-4-hidroxycoumarin). Amersham - Searle Chi-
cago, Il US.A,

Cuabpro 2

Concentracién de warfarina en leche (expresado en ppm)

Ordefia Vaca 1 Vaea 2 Vaea 3 Vaca 4
1' 0.1459 0.0339 0.0640 0.1245
2 0.1069 0.0505 0.0948 0.0693
3: 0.0678 0.0478 0.0948 0.0619
4 0.0409 . 0.0725 0.0319
5 0.0244 0.0614 0.0268
6* 0.0154 asie 0.0491 0.0207
I * 0.0308 0.0183
B 0.0107 5 0.0361 0.0099
9 0.0094 e 0.0196 0.0096

100 55 b 0.0158 0.0061
11* SACRIFICIO SACRIFICIO 0.0199 ...
E: 0.0173

* No se determiné.

Las vacas 1 y 2 se sacrificaron a las 120 horas y las 3 vy 4 a las 384.
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bas secciones tenian el piso en declive hacia
una de las esquinas donde se localizaba un
pozo colector de orina. El objeto de tener dos
secciones fue poder colectar las muecstras a
intervalos de tiempo {ijo, sin tener que man-
tener inmovilizado al animal, a fin de dismi-
nuir el “stress” que pudiera modificar los
resultados.

Las muestras de leche se tomaron de todas
las ordefias desde el tratamiento hasta el sa-
crificio, y los de tejidos después de éste.

Resultados

La conversion de los valores de radioacti-
vidad a los equivalentes de warfarina se hizo
de la siguiente manera:

1) cpm®* experimentales — cpm experi-
mentales del blanco= cpm netas.

cpm netas
2) ¥ 100 =
cficiencia del sistema

= cpm reales cn la muestra.

cpm reales en la muestra

3) x 100 =
eficiencia del aparato
= dpm-'ﬂ
dpm
4) ————— = actividad cn la mues-
222 x 10°

tra (en pCi).***

Actividad (en p(i)
5)

Actividad especifica de la warfarina

= mg de warfarina en la muestra.

Las muestras se trabajaron por triplicado,
tomando el valor promedio (con un estrecho
marco de referencia) en los resultados.

Los resultados obtenidos en leche se mucs.
tran en el Cuadro 2 y los obtenidos en tejidos
en el Cuadro 3. Los datos estin cxpresados en
ppm, con base en la radioactividad total, yu
que no se diferencié entre warfarina y sus
metabolitos,

* cpm = cuentas por minuto.
#* dpm = desintegraciones por minuto.
*¢% 4Ci = microcuries.
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Como se puede ver en el Cuadro 2, aunque
los valores mas altos corresponden a las tres
rimeras ordefias, ninguno sobrepasa a 1 ppm.
No se pusieron el total de ordefas de las va-
cas 3 y 4 ya que a partir de la 13* ordeiia
(153 hs) todas las muestras fueron negativas.
En el Cuadro 3 se puede ver que los datos
mas altos corresponc{:n a la vaca 2, ya que
presentd nec-osis en la zona de la inyeccion,
modificando la absorcién y excrecion de la
droga.

Discusién

Desde un punto de vista estrictamente far-
macolégico, la warfarina es el anticoagulan-
te oral més potente como despletor de los fac-
tores de coagulacién dependientes de vitamina
K; su potencia es quizd Gnicamente equipa-
rable a la de la fenindiona, uno de los deri-
vados de la indandiona, pero tiene mucho
menor toxicidad que estos tltimos. Es ade-
mas soluble en diluyentes acuosos, por lo quc
puede administrarse con relativa facilidad por
via parenteral. Este hecho es importante ya
que la administracién intramuscular garan-
tiza los niveles sanguineos deseables. Todos
estos factores, aunados a otros econémicos,
hacen del método descrito por Flores-Crespo
y Said (1977), el mejor propuesto hasta aho-
ra como vampiricida. Los resultados de este
estudio confirman lo que han informado otros
investigadores, aunque la mayoria de los t-a-
bajos se han realizado en otras especies, prin-
cipalmente roedores (Anderson, 1967).

Fl anilisis de los niveles de radioactividad
encontsados en drganos y tejidos estudiados,
demuestra que la warfarina se distribuye en
casi todo el organismo, concentrandose par-
ticularmente en higado, péncreas, rifion
y bazo, mientras que en corazén, pulmén y
miisculo estriado se encontraron concentra-
ciones minimas. Entre los animales sacrifica-
dos a los 5 dias y los sacrificados a los 16
dias, en todos los 6rganos se observa una dis.
minucién en la concentracién excepto en pin-
creas }' en Pulmén do"de IJHI'I?C[" concentrarse
al transcurrir el tiempo. Es muy importante
seiialar que en este trabajo se han supuesto
las concentraciones como warfarina intacta y
por ende con toda su potencialidad téxica, ya
que no se hizo distincion entre ella y sus me-
iabolitos; Lewis et al. (1973), informan que
la mayor parte de éstos son inactivos, por lo
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Cuapro 3

Concentracion de warfarina en tejidos (expresada en ppm)

Tejides Yaca 1 Vaca 2 Yaca 3 Vaca 4
Higado 2.21 7.12 1.74 191
Rifion 1.20 276 0.68 049
Bazo 0.80 2,54 sk 0.31
Péincreas 0.39 8.68 2.20 1.48
Pulmén 0.09 1.59 0.25 0.11

.Corazon 0.27 1.04 0.15 0.05
Miusculo 0.17 100 0.15 0.06

Las vacas 1 ¥ 2 se sacrifiearon a las 120 hs v las 3 v 4 a las 384 hs.

tanto es mas valida la afirmacion de la ino-
cuidad del método intramuscular. Por otra
parte es necesario mencionar que para el ana-
lisis de los resultados fueron descartados los
datos de la vaca 2, ya que como se dijo hubo
un problema de necrosis local haciendo poco
confiables los datos obtenidos en este animal.

De los estudios hechos hasta la fecha, sola-
mente merece comentario especial el realizado
por Bullard, Thompson y Holguin (1976),
quienes encontraron concentraciones mucho
mas bajas que las que se encontraron en este
trabajo; por tal razén es necesario hacer no-
tar lo siguiente: 1) en ese trabajo se adminis-
tréo 1 mg/kg mientras que en éste se admi-
nistraron 5 veces mas (5 mg/kg), 2) ellos
administraron la droga por via intrarruminal
mientras que nosotros lo hicimos por via in-
tramuscular, presentando esta dltima una me-
jor absorcidn, y 3) en ese trabajo determina-
ron las concentraciones en tejidos a los 30,
60 y 90 dias postratamiento, mientras que en
este trabajo se hizo a los 5 y 16 dias. Es raro
que las cifras informadas por los autores men-
cionados no varien a través del tiempo.

El mismo grupo en 1977 detecta niveles
bajos de difenadiona en leche, que fueron
dosis-dependientes. A dosis de 2.75 mg/kg por
via intrarruminal detectaron 21.3 ppb a las
12, 24 y 48 horas después de la administra-
cién de la droga. Con estos niveles no hubo
cambios en el tiempo de protrombina del plas-
ma de los becerros amamantados por las va-
cas tratadas.

La excrecién de la warfarina es fundamen-
talmente por orina y secundariamente por he-
ces. La eliminacion por leche representa una
proporcion minima del total (0.1%) por lo
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cual no se vieron efectos en los becerros que
ingirieron leche de animales tratados como
fue descrito por De Anda y Flores-Crespo
(1977).

Para tener una idea objetiva del peligro
que representaria la ingestion de warfarina a
través de los 6rganos o tejidos de los anima-
les tratados, se ha preparado el Cuadro 4 don-
de se muestran las cantidades (en kg) nece-
sarias para apenas alcanzar la dosis minima
terapéutica o sea 25 mg.

Las cifras ya expuestas permiten asegurar
la inocuidad que representa para el humano la
ingestién de los productos de los animales tra-
tados con warfarina (Vampirinip III). A pe-
sar de que este analisis permite establecer im-
portantes conclusiones, solamente el estudio
de la cinética y metabolismo de la droga se-
ran concluyentes.

Cuabro 4

Cantidad de 6rganos o tejidos (en kg) que se
deberin ingerir para alcanzar 25 mg
de warfarina

Tejido .
u érgano A los 5 dias A los 16 dias
Higado 115 131
Rinén 210 420
Bazo 30.0 84.0
Pincreas 60.0 13.1
Pulmén 278.0 126.0
Corazén 925 252.0
M. estriado 139.0 2520

PARA LECHE: 200 litros de la 1% ordefia (9 hs) des-
pués de la administracién.
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Summary

Vampirinip III, whose active ingredient
(Warfarin) was labeled with 14c was admi-
nistered to four dairy cows. Total radiactivity
present in milk, liver, kidney, pancreas, heart,
lung, spleen and muscle was determined by
the method of liquid scintillation.

Total radiactivity was measured and con-
sidered as warfarin, without differentiating
metabolites. The concentrations found was
less than 3 ppm. These levels were considered
too low to be dangerous for human consump-
tion of the products derived from the treated
animals.
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