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Resumen

Los raticidas anticoagulantes “superwarfarinicos” provocan intoxicaciones
intencionales y no intencionales de diversa gravedad que pueden requerir tratamientos
prolongados y re-hospitalizaciones.

Se presentan datos analiticos de tres casos de intoxicacibn con
“superwarfarinicos”. Los casos seleccionados incluyeron diferentes edades, sexo,
etiologia, dosis ingeridas y tipo de compuesto involucrado. Brodifacoum, bromadiolone y
difenacoum fueron identificados y cuantificados en suero utilizando HPLC con deteccion

ultravioleta y fluorométrica.
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Abstract

Superwarfarin rodenticides are responsible of many intentional and nonintentional
poisonings with different severity grades that could require long treatment and
readmissions at emergency department.

In this report we present analytical data of three superwarfarin poisonings. The
cases reported differ in the age and sex of the patients, the aetiology, the doses ingested
and the compound involved. Serum identification and quantification of brodifacoum,
bromadiolone and difenacoum were performed by HPLC with ultraviolet and fluorometric

detection.
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Introduccién

Los rodenticidas anticoagulantes de segunda generacién, llamados comunmente
“superwarfarinicos” (SW), son compuestos relativamente nuevos con una estructura
quimica compleja que fueron desarrollados como consecuencia de la aparicion de
roedores resistentes a la warfarina (Figura 1).

Su mecanismo de accidn es similar al de la warfarina pero su potencia es 100
veces mayor. En los mamiferos, incluido el hombre, alteran el proceso de la coagulacion
sanguinea generando hemorragias masivas. Se comportan como antagonistas de la
vitamina K; dado que inhiben las enzimas vitamina K; 2,3 epo6xido reductasa y vitamina
K, reductasa (Figura 2), disminuyendo de esta forma la produccion de los factores de la
coagulacion vitamina K dependientes Il, VII, IXy X (1-5).

La principal via de ingreso al organismo humano es la oral, aunque también se
pueden absorber por la via dérmica y por la via inhalatoria (3). En el tracto
gastrointestinal son bien absorbidos y se acumulan principalmente en el higado donde se
unen fuertemente a sitios lipofilicos (3). Su eliminacion se realiza a través de las heces
3).

Las intoxicaciones pueden ser intencionales y no intencionales, pudiendo cursar
con disminucion de la actividad de protrombina ocasionando en los casos graves,
sangrados intensos.

Segun datos aportados por el Departamento de Registros de Productos
Domisanitarios del Instituto Nacional de Alimentos (INAL), en la Argentina se
comercializan actualmente 63 formulaciones rodenticidas con sustancias anticoagulantes;
el 52,4% son de venta libre y de éstas, el 91,1 % contienen brodifacoum, bromadiolone
o difenacoum (Tabla 1).

En el Centro de Asesoramiento Toxicolégico Analitico (CENATOXA) que funciona
en la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad de Buenos Aires en los ultimos
6 anos se ha observado que los casos de sospecha de intoxicacidon con estos compuestos

han ido en aumento, especialmente en la poblaciéon infantil, que es la mas vulnerable a
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padecer las intoxicaciones no intencionales. En los adultos las causas mas frecuentes de

intoxicacion son aquellas relacionadas con autointoxicaciones o intentos de suicidio.
Se presentan tres casos de intoxicacidn con “superwarfarinicos” en pacientes de

diferentes edades.

Caso 1:

Paciente de sexo masculino de 40 afios, que las 6 horas ingiri6 con intencion
suicida 500 mililitros de un raticida que contenia bromadiolone 2,5%. Consulté 12 horas
después a un servicio de guardia, no presentando ningun sintoma al ingreso. A los tres
dias de internacion el tiempo de protrombina fue de 42 segundos (55%) y la
cuantificacion de bromadiolone en suero arrojo un valor de 525 ng/ml. Desde el
momento de la internacién y hasta un mes después el paciente recibié vitamina K;. Un
control del tiempo de protrombina efectuado a los 33 dias de la intoxicacién arrojé un

resultado del 94% y la cuantificacién del raticida en el suero fue negativa .

Caso 2:

Un nifio de 2 afios de edad fue sorprendido en horas de la mafiana por su madre
jugando con un recipiente conteniendo un raticida cuya composicion declarada en la
etiqueta decia que se trataba de difenacoum al 0,005%. El ingreso al hospital se produjo
al atardecer bajo la sospecha de intoxicacién con difenacoum. En el momento del ingreso
se le realizé un tiempo de protrombina que fue normal, siendo dado de alta a las pocas
horas. Tres dias después fue readmitido en la guardia, presentando una actividad
protrombinica del 30%. Al quinto dia de la intoxicacion la actividad protrombinica fue del
55%. Al sexto dia de la intoxicacion se solicité al laboratorio la cuantificacion de
difenacoum en suero, identificAndose el mismo y encontrando un valor inferior al limite

de cuantificacion del método (41,3 ng/ml).
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Caso 3:

Paciente del sexo femenino de 18 afios de edad que ingresé a un servicio de
guardia con hematuria y hematomas, de dos meses de evoluciéon. En el momento del
ingreso la actividad protrombinica fue menor del 10% y el tiempo de tromboplastina
parcial con caolin (KPTT) fue de 66 segundos. Se cuantificaron los factores de la
coagulaciéon 1l 'y V (18 y 70%, respectivamente), encontrandose disminuido sdlo el factor
Il vitamina K dependiente. La funcionalidad hepética no se encontraba alterada.

En el suero de la paciente se pudo identificar la presencia de brodifacoum, cuya
concentracion fue inferior al limite de cuantificacion del método (17,5 ng/ml). Frente a la
evidencia analitica, la paciente admitié haber ingerido con fines suicidas 60 dias antes de

la obtencion de la muestra, un raticida que contenia el compuesto hallado.
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Materiales y métodos

En todos los casos, la concentracion de los compuestos “superwarfarinicos”
sospechados de producir las intoxicaciones se midid utilizando cromatografia liquida de
alta performance (HPLC) con deteccion ultravioleta (UV) y fluorométrica (F). EI método
consistié en realizar una extraccion liquido-liquido del suero utilizando una mezcla de
cloroformo:acetona (1:1, v/v). Previamente, el suero debié ser tamponado a pH 5,5 con
buffer citrato/fosfato. Luego de agitar en agitador rotatorio treinta minutos se separaron
las fases mediante centrifugacion a 3000 rpm durante 3 minutos, descartandose la
acuosa. La fase organica se evapord a sequedad bajo corriente de nitrégeno a 37 °C, y el
residuo se reconstituy6 con 200 pl de metanol (6).

Se utiliz6 un cromatografo liquido Jasco PU-980, provisto con un inyector
automatico AS-950 y detectores ultravioleta (UV-975) y de fluorescencia (FP-920). La
columna cromatografica empleada fue Partisil 5 ODS-3 RAC Il 4,6 x 100 mm
(Whatman). La fase movil fue metanol/agua/acido acético glacial (792:200:8) y el flujo
de trabajo fue de 0,7 ml/min.

Las longitudes de onda fueron: a) detector UV: 254 nm; b) detector FP: excitacion
248 nm y emisién 385 nm. El volumen de inyeccion fue de 20 microlitros y las corridas

cromatograficas se realizaron a temperatura ambiente.
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Discusion:

Los roedores son animales que viven a expensas del hombre, provocando un gran
dafio a éste y su entorno por lo que constituyen una plaga que debe ser controlada. Sin
embargo, el problema del control es complejo porque involucra distintos ambientes y
diferentes especies por lo que las infestaciones pueden prevenirse de diversas maneras
(7). Una de ellas es el uso de sustancias rodenticidas.

Los rodenticidas tradicionales como el talio, el cianuro, la estricnina, el arsénico,
etc. fueron dejados de lado paulatinamente como consecuencia de su elevada toxicidad,
baja aceptabilidad y falta de eficacia; en su reemplazo surgieron los compuestos
anticoagulantes como la warfarina y mas recientemente los denominados
“superwarfarinicos” que actian como aquella, impidiendo la coagulacién de la sangre,
pero se presentan como mas efectivos y seguros.

Sin embargo, cada afio se describen en la bibliografia casos de intoxicaciones
humanas (8-14) como consecuencia de la ingestion intencional y no intencional de SW.
Las intoxicaciones no intencionales generalmente ocurren en los nifios y cursan sin
sintomas clinicos o alteraciones de la coagulacién (10), mientras que las intoxicaciones
como consecuencia de autointoxicaciones deliberadas son frecuentes en adultos y cursan
con coagulopatias prolongadas (11, 12) que en algunos casos llevan a la muerte (13,
14).

En el CENATOXA se reciben alrededor de 4000 pacientes por afio y se realizan
cerca de 10.000 analisis de diferentes toxicos o biomarcadores de intoxicacion. La
cuantificacion de los compuestos “superwarfarinicos” comenzé a realizarse en el Centro a
partir del afio 2000 utilizando la tecnologia HPLC con deteccién ultravioleta vy
fluorométrica (UV y FP). EI método cromatografico utilizado (fase reversa, isocratico)
permitié resolver la mezcla de brodifacoum, bromadiolone y difenacoum en 10 minutos
(6). La curva de calibracion realizada con los estandares correspondientes mostré ser
lineal en un rango de concentracién de 30 a 2000 ng/ml. La mejor correlacién estuvo

dada por el detector UV (R*> 0,9910).
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En el desarrollo del método se ensayaron varios sistemas de solventes para

extraer los compuestos del suero, resultando ser la mezcla cloroformo:acetona (1:1, v/v)
descripta por Kuijpers y col (15) la mas apta para ello.

El sistema desarrollado permitié cuantificar rapidamente y con una o6ptima
sensibilidad los compuestos ensayados. En las condiciones de trabajo utilizadas no se
observé interferencia de la vitamina K;, antidoto especifico en las intoxicaciones
superwarfarinicas, ni de los raticidas de primera generacion warfarina y coumatetralil. En
la tabla 2 se indican los limites de deteccién y cuantificacion obtenidos para los tres
compuestos, con ambos detectores.

En el periodo 2000-2005 se recibieron en el CENATOXA 31 consultas analiticas
para cuantificar SW en suero de pacientes supuestamente intoxicados con estos
compuestos, 25 de las cuales correspondieron al trienio 2003-2005 (81%).

La metodologia utilizada (HPLC) permitié detectar y cuantificar los tres SW que se
encuentran presentes con mayor frecuencia en las formulaciones raticidas que se
comercializan como productos domisanitarios en la Argentina (brodifacoum,
bromadiolone y difenacoum) (Tabla 1).

En siete de los casos estudiados (22,5 %) fue posible confirmar en suero la
presencia de algunos de los compuestos arriba mencionados.

Los tres casos presentados en este trabajo involucraron pacientes de diferentes
edades. En el nifio de dos afios la intoxicacion fue no intencional hogarefia mientras que
en los adultos tuvo una motivacion suicida.

En el nifio y en el adulto de sexo masculino la consulta a un servicio de guardia se
efectué aproximadamente 12 horas después de la ingestion. Si bien las cantidades
ingeridas fueron diferentes, en el momento del ingreso los pacientes no presentaron
sintomatologia alguna y el tiempo de protrombina fue normal.

La paciente de 18 afios, pese a tener trastornos de la coagulaciéon marcados, neg6
sistematicamente el consumo de algin compuesto anticoagulante hasta que el
laboratorio evidencié la presencia de brodifacoum en el suero, obtenido 60 dias después
de la ingesta.
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La investigacion de los compuestos “superwarfarinicos” en suero deberia ser

solicitada de rutina frente a cualquier trastorno de la coagulacion de origen desconocido.
Si bien las intoxicaciones causadas por estos agentes en la mayoria de los casos no son
mortales, los intoxicados pueden presentar una anticoagulacion persistente que puede
durar meses, por lo que deben recibir tratamientos prolongados con vitamina K.

La evaluaciéon bioquimica de los pacientes con sospecha de envenenamiento con
raticidas anticoagulantes deberia incluir la determinacién del tiempo de protrombina, del
KPTT, de la concentracion de los factores de la coagulacion y la investigacion vy
cuantificacion del SW en el suero (obtenido entre 12 y15 horas después de la ingesta).

En el caso de que la intoxicaciéon haya sido confirmada, es recomendable efectuar
controles periodicos de la concentracion del SW en el suero, ya que la informacién acerca
de la cinética de eliminacion y la vida media de estos compuestos es escasa y
contradictoria. En el caso 1 presentado, el paciente tuvo una concentracion sérica inicial
de bromadiolone de 525 ng/ml que se negativizé después de treinta dias, durante los
cuales recibi6 tratamiento; en cambio en el caso 3 (la paciente negoé la ingesta de algun
toxico) se detect6d brodifacoum en el suero sesenta dias después de la ingesta.

Generalmente el punto final del tratamiento en Ilos intoxicados con
“superwarfarinicos” se establece discontinuando la administracion de vitamina K; y
observando la evolucion de la actividad de la protrombina; sin embargo esta estrategia
podria colocar a los pacientes ante la posibilidad de sangrado si aun existe el
superwarfarinico en circulacidon. Frente a este riesgo es recomendable el seguimiento del
paciente a través de controles analiticos periédicos de los niveles de “superwarfarinicos”
en suero, con la finalidad de optimizar y establecer de manera segura el punto final de la
terapia con vitamina Kj.

De acuerdo con nuestra experiencia se propone cuantificar los superwarfarincos
en suero diariamente los tres primeros dias, luego cada 10 dias hasta los 2 meses y

posteriormente cada 30 dias hasta la obtencion de 2 resultados negativos consecutivos.
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Figura 1

Estructura quimica de la warfarina
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Estructura quimica de algunos compuestos “superwarfarinicos” que se
comercializan en la argentina
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Figura 2: Sitios de accion de los compuestos rodenticidas anticoagulantes
en el ciclo de la vitamina K; (modificado de 3).
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