UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACIA

IMPLEMENTACION DE METODOLOGIA
ANALITICA CUALITATIVA DE RODENTICIDAS
ANTICOAGULANTES POR CROMATOGRAFIA
EN CAPA FINA

MARIA ISABEL MINERA BALDIZON

QUIMICA FARMACEUTICA

Guatemala, noviembre de 2006



UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACIA

IMPLEMENTACION DE METODOLOGIA ANALITICA
CUALITATIVA DE RODENTICIDAS
ANTICOAGULANTES POR CROMATOGRAFIA EN
CAPA FINA

Informe de Tesis

Presentado por:

MARIA ISABEL MINERA BALDIZON

Para optar al titulo de

QUIMICA FARMACEUTICA

Guatemala, noviembre de 2006



JUNTA DIRECTIVA DE LA FACULTAD DE CIENCIAS

QUIMICAS Y FARMACIA

OSCAR COBAR PINTO, Ph.D.

LICDA. JANNETTE SANDOVAL MADRID DE CARDONA, M.A.
LICDA. LILLIAN RAQUEL IRVING ANTILLON, M.A.

LICDA. LILIANA VIDES DE URIZAR

LICDA. BEATRIZ EUGENIA BATRES DE JIMENEZ

BR. ANGEL DAMIAN REYES VALENZUELA

BR. ANGEL JACOBO CONDE PEREIRA

DECANO
SECRETARIA
VOCAL |
VOCAL Il
VOCAL Il
VOCAL IV
VOCAL V



ACTO QUE DEDICO

A Dios Por ser la fuente de sabiduria y

entendimiento que me brinda cada dia.

- . Por ser la luz que me guia en mi
A la Santisima Virgen a g

camino.

. Manuel de Jesus Minera Bolafios
A mis Padres
Maria Isabel Baldizén de Minera
Quienes con su amor, apoyo
incondicional y esfuerzos han
contribuido a la culminacion de esta

etapa importante de mi vida.

. Manuel Alberto, José Rafael, Julio
A mis Hermanos
César y Carlos Giovani.

Por su carifio y apoyo brindado.

A las Licenciadas Mayté de Recinos, Carolina Guzman,
Maria del Carmen Samayoa, Fabiola de
Micheo y Magda de Baldetti, por la
ayuda brindada y por los sabios
consejos dados.

A mis amigas Con especial carifio.



AGRADECIMIENTO

Al Departamento de Toxicologia por permitir la realizacion de la parte

experimental de este trabajo de tesis y por el aporte brindado.

A la Licda. Mayté Donis de Recinos mi mas sincero agradecimiento por su
asesoria, orientacion y apoyo durante el desarrollo del trabajo de
investigacion.

A la revisora de este trabajo: Licda. Carolina Guzman de Meléndez.

A la Licda. Maria del Carmen Castillo por el apoyo y colaboracién
brindada.

A las Licenciadas Maria del Carmen Samayoa y Fabiola de Micheo por sus

acertadas recomendaciones en la elaboracion de esta tesis.



VII.

VIII.

INDICE

pp.
RESUMEN .....ooooviiitieisieseessssetesseseseeseesesss s sses s sessesss st ssssnssssanssnsanes 3
INTRODUCCION ....oovieireiiiee et este st enes s tss st 5
ANTECEDENTES ...ttt sieeeseee e teseee st 6
JUSTIFICACION. ..ottt 8
(@] = = 1 AV 1 OO 9
HIPOTESIS. ...ttt s s, 10
MATERIALES Y METODOS .......oovviiieeiieeieeeeesseseeseesees oo, 11
RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS ........cccoevvverennnn. 15
(0] N[0 I U 1] (0] N] =5 24
RECOMENDACIONES ......cooieivesieeeeieiesieeieseesessessiesessesses s 25
REFERENCIAS. ..o s s 26
ANEXOS......coooeeeeeeeeee et s st ne s 30
GLOSARIO. ..ottt 45
PREPARACION DE REACTIVOS ..ot 48

FOTOGRAFIAS ..o ettt et e e e e e e e e ea s 49



I. RESUMEN

El método de andlisis de rodenticidas anticoagulantes seleccionado para el
presente trabajo fue el propuesto por Berny y colaboradores (6), por su simplicidad en el
procedimiento de extraccion y facilidad de adquisicion de los solventes organicos.

Dentro del procedimiento, se indicaba la aplicacion de la muestra en
cromatoplacas nano-HPTLC (High Performance Thin Layer Chromatography)
reveladas a 286 nm, éstas detectan concentraciones pequefias y proporcionan una alta
resolucion, la cual se refleja en el limite de deteccion que obtuvieron de 0.2 pg/ml.

Debido a la falta de estas cromatoplacas en el pais, se trabajé en unas de funcién
similar, siendo éstas las de tipo TLC (Thin Layer Chromatography) observadas bajo luz
UV de longitud de onda corta a 254 nm; ya que el rango de absorbancia es de 220 — 380
nm (6). Debido a estos cambios fue necesario comenzar a comprobar si el limite de
deteccion seguia siendo el mismo.

Se procedio entonces a las pruebas directas con dos estandares de rodenticidas
(brodifacoum y coumatetralil), diluidos en cloroformo y metanol, respectivamente.

Por su accesibilidad en diferentes comercios de nuestro pais se utilizaron
productos comerciales que contienen brodifacoum y coumatetralil, los cuales se
detectan a un Rf de 0.2 y 0.6, respectivamente (6).

La concentracion minima detectada en ambos rodenticidas fue de 10 pg/ml, sin
embargo, por ser poco perceptible se hicieron pruebas incrementando esta
concentracion hasta encontrar la 6ptima visible, siendo ésta de 30 pg/ml, por lo que los
productos comerciales se prepararon a esta Ultima concentracion, obteniéndose buenos
resultados.

Se realiz6 un control a las cuatro matrices en estudio (orina, suero, higado de res
y concentrado para animales), que consistia en aplicar el método a dichas matrices sin
contaminacion, observandose que no existia ninguna mancha o interferente a la altura
de los estandares al revelarlo el mismo dia de la extraccion, sin embargo, al paso de las
horas comienzan a aparecer manchas al mismo Rf del brodifacoum en las extracciones
de higado y concentrado para animales, por lo que es indispensable observar los
resultados el mismo dia del analisis y asi evitar falsos positivos.

Al contaminar las matrices orina y suero con los productos comerciales a una

concentracion de 30 pg/ml, se observé una buena respuesta para brodifacoum pero para



coumatetralil fue necesario aumentar la concentracion a 40 pg/ml, para obtener los
resultados realmente esperados.

Con estas ultimas concentraciones se contaminaron las matrices restantes
obteniéndose al igual que en las anteriores manchas color marrén a un Rf de 0.2 para
brodifacoum y 0.6 para coumatetralil.

Este método es especifico para rodenticidas anticoagulantes ya que no necesita
ningun tipo de procedimientos de purificacion de matrices.

El limite de deteccidn encontrado es elevado (30 pug/ml para brodifacoum y 40
pmg/ml  para coumatetralil), sin embargo, por su simplicidad, confiabilidad e
identificacion répida es una buena alternativa como procedimiento de analisis
toxicoldgico, el cual es requerido por el personal médico en determinados momentos
para el diagnostico y tratamiento de pacientes intoxicados con rodenticidas
anticoagulantes.



IL. INTRODUCCION

Se denominan rodenticidas a aquellas sustancias que tienen como finalidad la
eliminacién de los roedores. Estos son un importante problema de salud publica, debido

a que transmiten multiples enfermedades y ademas, se reproducen rapidamente (1).

Entre los rodenticidas se encuentra el grupo de anticoagulantes, que deprimen la
sintesis hepatica de las sustancias esenciales para la coagulacién de la sangre induciendo
asi a una hemorragia interna generalizada. Se dividen en primera generacion, los
derivados de la 4-hidroxicumarina como la warfarina y los de segunda generacion, los

derivados de la indano-1,3-diona como el brodifacoum y el difenacoum (2).

Estas sustancias se emplean frecuentemente en los hogares y son la causa de
muchas intoxicaciones en este ambito; siendo mas vulnerables los nifios y los animales
domeésticos. No se descarta las intoxicaciones en adultos ya que estas pueden ser

intencionales y suicidas.

Debido a esto es necesario contar con una metodologia de analisis que
identifique la presencia de estos productos en varias matrices organicas, de tal manera

que sea rapida y confiable, proporcionando asi un apoyo valioso al sector médico.



III. ANTECEDENTES

En 1962, O” Reilly demostré que por medio de espectrofotometria ultravioleta a

una absorcion especifica de 308 nm, es posible identificar la warfarina (3).

Lewis y colaboradores en 1970, utilizaron cromatografia en capa fina para la
separacion de warfarina y de sus metabolitos, antes de la cuantificacion de la misma en

fluorometria (4).

En 1973, Mallet y colaboradores detectaron plaguicidas de fluorescencia natural
en cromatoplacas de silica gel, entre ellos se analiz6 coumatetralil, estimandose el
limite de deteccion visual en 0.01 microgramos, este plaguicida se observé a una
longitud de onda de 463 nm (13).

Hunter, desarroll6 un método en 1983 para la determinacion de warfarina,
coumatetralil, bromadiolona, difenacoum y brodifacoum en tejidos de animales por
HPLC con deteccion de fluorescencia. Comprobaron que la extraccion con una mezcla
de cloroformo y acetona (1:1) fue significativamente mejor que usando sélo cloroformo
en tejidos de higado. Los limites de deteccion fueron de 2 pg/Kg para coumatetralil,
difenacoum y brodifacoum, 10 pg/Kg para bromadiolona, y 20 pg/Kg para warfarina (5,
35).

Felice y colaboradores desarrollaron un método en 1991 por cromatografia
liquida en fase reversa con deteccion fluorescente para multicomponentes, donde se

identificaron cinco rodenticidas en plasma con limites de deteccion de 10 a 20 ng/ml

).

En 1992, Braselton y colaboradores, desarrollaron un método por espectrometria
de masas con disociacion activada/colisionada confirmando la presencia de rodenticidas

de indandiona (difacinona y clorofacinona) en animales domésticos intoxicados (5).

Riley y Koves en 1992, desarrollaron una técnica de cromatografia liquida para

distinguir la warfarina de sus metabolitos (3).



Kuijpers y colaboradores realizaron un método en 1995, para identificar y
cuantificar cinco rodenticidas superwarfarinicos en suero humano en HPLC con

deteccion ultravioleta a 285 nmy por fluorescencia a 265 nm (4).

El Centro para el Control de Envenenamientos de la Asociacion Americana de
Estados Unidos en 1996, recopilé informacion de los plaguicidas mas comdnmente
implicados en envenenamientos, en el cual figuran los rodenticidas anticoagulantes, con
un total de 209 casos (176 en nifios y 33 en adultos) (12).

Marques y colaboradores en 1999, determinaron productos cumarinicos por
HPLC con detector de fluorescencia. En diferentes casos de intoxicacion humana, se
encontré warfarina en concentracion de 0.4 pg/ml en sangre, difenacoum en
concentraciones de 0.8 y 100 pg/ml en sangre y contenido gastrico respectivamente.
Estos mismos investigadores detectaron coumatetralil en estbmago e higado de perros y
en productos alimenticios, para los mismos. La extraccion de estos productos se realizo
a pH =1 con cloroformo y purificacion con solucion de hidréxido sodico (8).

En 2004, Olmos y colaboradores cuantificaron brodifacoum, bromadiolona y
difenacoum en suero humano por HPLC con deteccion ultravioleta y fluorométrica,
estos superwarfarinicos se aislaron mediante una extraccion con una mezcla
cloroformo/acetona (1:1, v/v), obteniendo una recuperacion entre 51 y 74 % a una
longitud de onda de 254 nm (9).

En los afios 2004 y 2005 la estadistica del Centro de Informacion y Asesoria
Toxicologica - CIAT- del Departamento de Toxicologia de la Universidad de San
Carlos de Guatemala, mostr6 que de las intoxicaciones por plaguicidas de uso

domeéstico el 21 % correspondié a rodenticidas anticoagulantes (10).



IV. JUSTIFICACION

El incremento de la suciedad en la ciudad capital y la localizacion de viviendas
cerca de barrancos, terrenos baldios, basureros clandestinos, etc., propician que los
roedores proliferen en esos lugares. Ello ha obligado a las comunidades guatemaltecas
al uso frecuente de los rodenticidas, principalmente los pertenecientes al grupo de los
anticoagulantes, por lo que aumenta el riesgo de intoxicaciones especialmente en nifios
pequerfios y animales domésticos, por su mal manejo, la mayoria de veces.

Al presentarse casos de personas intoxicadas por rodenticidas anticoagulantes ya
sea de manera accidental o suicida en hospitales, centros de salud, etc., el personal
médico necesita un apoyo analitico para confirmar su diagndstico, por lo que el
Departamento de Toxicologia de la Escuela de Quimica Farmacéutica de la Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacia de la USAC necesita contar con una metodologia répida
y confiable que le permita informar la presencia o ausencia de esas sustancias 10 mas

pronto posible y asi el galeno aplicara el tratamiento adecuado.



V. OBJETIVOS
A. Objetivo General:

1. Implementar una metodologia, para la identificacion cualitativa de

rodenticidas anticoagulantes en diversas matrices.

B. Objetivos Especificos:

1. Establecer el procedimiento necesario para la purificacion de las muestras.

2. Seleccionar las muestras o matrices con resultados altamente representativos.

3. Elaborar una técnica con el perfil de las existentes en el Departamento de
Toxicologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la USAC,

para uso interno del mismo.
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VI. HIPOTESIS

Los rodenticidas anticoagulantes presentes en diversas matrices biologicas,
pueden ser identificados de manera especifica, mediante procesos selectivos de
purificacion, por medio de cromatografia en capa fina.
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VII. MATERIALES Y METODOS

A. Descripcion del universo
El universo de trabajo lo constituyen muestras de orina, sangre (humanos),
higado de res y concentrado para animales, todas las matrices contaminadas con
rodenticidas anticoagulantes.
B. Medios:
1. Recursos Humanos:
a) Autora: Maria Isabel Minera Baldizon
b) Asesora: Licda. Mayté de Recinos
c) Revisora: Licda. Carolina de Meléndez
2. Recursos institucionales:
a) Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia
b) Laboratorio del Departamento de Toxicologia
c) Biblioteca del Departamento de Toxicologia
d) Biblioteca de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia
e) Biblioteca de Instituto Nutricional de Centro América y Panama
(INCAP)
f) Laboratorio Nacional de Salud (LNS)
1. Recursos Materiales:

a) Reactivos (6): Preparacion de reactivos Pag. 48

e Solucion patrén de rodenticida a 1 mg/ml
e Soluciones estandares de brodifacoum a 30 pg/ml y coumatetralil a 40

pg/ml
e Eter dietilico (anhidro, grado reactivo)

e Acetona
e Metanol
e Cloroformo

e Agua destilada

b) Equipo y Cristaleria (6):
e Tubos de ensayo con tapon de vaquelita
e Beakers de 10 ml



12

e Balon aforado de 25 ml
e Probeta de 10 ml

e Pipetas seroldgicas (5y 1 ml)

e Micropipetas

e 1 bafio seco de temperatura controlada con bloques calefactores

e Camaras de desarrollo

e Cromatoplacas RP - 18 F zs4sde 5 x 10 cm con indicador de fluorescencia

e Lampara UV de onda corta con un rango de transmision maximo de 254

e Pipetas de pasteur

e Mortero y pistilo

e Agitador eléctrico (Vortex)

e Balanza analitica

e Tubos capilares

e Mechero

e Ventilador

e Licuadora

e Espétulas

e Agitador de vidrio

C. Método:

1. Extraccion para Higado (6):

a)

b)

d)

Pesar dos muestras de 2 g de higado de res de cada una, previamente
licuadas, colocar en diferentes tubos de ensayo.

Contaminar la muestra, pesando 1.2 g del producto comercial (Klerat ®,
concentracion: 0.005 % de brodifacoum) para obtener una concentracion
de 30 pg/ml de brodifacoum, agregar al tubo de ensayo y homogenizar
con el agitador eléctrico por un minuto,

En otro tubo de ensayo, pesar 0.2 g del producto comercial (Racumin ®,
coumatetralil: 0.0375 %) para obtener una concentracion de 40 pg/ml de
coumatetralil, proceder de la misma manera que el tubo anterior.

Nota: Estos productos comerciales deben triturarse, antes de pesarlos.
Extraer con 5 ml de acetona cada tubo de ensayo, mezclar y centrifugar a

2000 rpm por 5 minutos. Guardar el sobrenadante.



13

e) Volver a extraer el residuo con 4 ml de acetona, centrifugar de igual
manera que el inciso d). Mezclar los sobrenadantes y descartar
adecuadamente el residuo.

f) A la mezcla de los liquidos anteriores, agregar 1 ml de éter dietilico y
mezclar.

g) Medir 1 ml de f) en un beacker de 10 ml y evaporar a sequedad sobre un
bafio seco con temperatura controlada a 40 ° C.

h) Redisolver con 100 pl de metanol y aplicar a la cromatoplaca.

2. Extraccion para suero (6):
a) Medir en dos tubos de ensayo, 2 ml de suero en cada uno y proceder de

igual manera a la extraccion de higado.

3. Extraccion para Orina (6):
a) Medir en dos tubos de ensayo, 2 ml de orina en cada uno y proceder de

igual manera a la extraccion de higado.

4. Extraccion para concentrado de animales (6):
a) Pesar dos muestras de 2 g de concentrado para animales previamente
triturado, colocar en diferentes tubos de ensayo y proceder de igual

manera a la extraccion de higado.

5. Cromatografia en Capa Fina (6):

a) Aplicacion:

e Medir y marcar 1 cm en la parte inferior de la cromatoplacay 1 cm
en la parte superior. Aplicar sobre esta de 10 pl de cada uno de los
extractos de las muestras y estandares. Colocar estandares a la
izquierda y las muestras a la derecha.

b) Desarrollo:

e Esperar que la cAmara cromatografica se sature por 5 — 10 minutos
con los solventes, colocar la cromatoplaca dentro de la camara de
desarrollo, que contiene la fase movil: Metanol-Acido fosférico (9:1),
cerrarla adecuadamente y esperar a que el solvente asciende

aproximadamente a una distancia de 8 cm.
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e Sacar y dejar que la cromatoplaca se seque completamente con aire

por 5 minutos.

¢) Revelado:

e Observar la cromatoplaca bajo luz UV a una longitud de onda corta.
(254 nm)

e El coumatetralil, se localiza a un rf de 0.6.

e El brodifacoum, se localiza a un rf de 0.2.

e Observar manchas fluorescentes de color marron, la intensidad y
tamarfio de la mancha se compara con la del estandar.

D. Diseiio de la investigacion:
1. Disefio de muestreo:

Se realiz dos replicas del método cualitativo en las muestras de orina,
sangre, higado de res y concentrado de animales contaminadas con los
rodenticidas anticoagulantes.

2. Diseiio Estadistico:

a) Muestra: Las muestras fueron las matrices contaminadas con

rodenticidas anticoagulantes.

b) Variable de Interés: Fase mdvil, procedimientos de limpiezas y

procedimientos de extraccion.

¢) Analisis de Resultados: Se demostrd la validez de este método a

través de ensayo y error, analizando la especificidad y presentando los

resultados en forma descriptiva.
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VIIL. RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Se realizd una investigacion a través de diferentes fuentes bibliogréficas para
seleccionar el método méas adecuado, el cual se encontr6é en el Journal Analytical of
Toxicology (6), por su simplicidad en el procedimiento de extraccion, facilidad de
aplicacion en las cromatoplacas, accesibilidad a los solventes organicos de desarrollo y
por obtener resultados inmediatos. EI método original, proponia la utilizacién de
cromatoplacas tipo nano-HPTLC (del inglés High Performance Thin Layer
Chromatography) las cuales por razones de costo y falta de existencia en Guatemala, se
sustituyeron por las de funcién similar que ofrecia el mercado local siendo éstas las del
tipo TLC (del inglés Thin Layer Chromatography).

Ademas, Berny utilizo para el revelado una lampara de luz UV a 286 nm, sin
embargo, realizd un espectro completo de 220 — 380 nm donde pudo comprobar que los
rodenticidas anticoagulantes son absorbidos en todo ese rango, basado en ello se utilizd
una lampara de luz UV a 254 nm para el revelado de éstas cromatoplacas en el ensayo
experimental, atn con los cambios realizados se obtuvieron excelentes resultados.

En nuestro pais los productos comerciales mas usados como rodenticidas
contienen sustancias activas tales como: brodifacoum y coumatetralil, los cuales se
detectan a un Rf de 0.2 y 0.6, respectivamente (6).

El limite de deteccién obtenido por Berny y colaboradores fue de 0.2 pg/ml por
lo que se procedi6 a preparar una concentracion similar para observar si las
cromatoplacas a utilizar tenian la misma resolucion. Se prepar6 una solucién patron de 1
mg/ml (1000 pg/ml), una solucién intermedia de 20 pug/ml y una solucion de trabajo de
0.2 pg/ml de los estandares y productos comerciales. Se llevé a cabo el procedimiento
completo (extraccion, aplicacion, desarrollo y revelado), pero no hubo respuesta
positiva. EI método no mencionaba si era necesaria la activacion de las cromatoplacas,
por lo que se investigo el procedimiento para ello, al aplicarlo se obtuvé nuevamente
una respuesta negativa.

De igual forma, se trabaj6 con cromatoplacas de Silica Gel 60 F, debido a que se
dudo del funcionamiento de las cromatoplacas tipo TLC pero tampoco se obtuvo ningun
resultado. Conociendo la alta resolucion de las cromatoplacas nano-HPTLC, se
sospechd que la falla estaba en el limite de deteccion. Para tratar de obtener una
respuesta positiva, se procedi6 a trabajar sélo con los estandares, aplicando

directamente la solucién patrén (sin extraccion) a la cromatoplaca. Se identificaron los
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rodenticidas como manchas de color marron para ambos (brodifacoum y coumatetralil,
a los Rf esperados de 0.2 y 0.6, respectivamente). Con base en esta prueba se prepararon
diferentes concentraciones de ambos rodenticidas para determinar el limite de

deteccion en las cromatoplacas tipo TLC, los cuales aparecen en la siguiente tabla:

Tabla No. 1: Estandares de brodifacoum y coumatetralil observados a A de 254 nm

No. de Concentracion Rf de Rf de Resultado
muestras brodifacoum | coumatetralil
1 1000 pg/mi 0.1 0.5 Positivo,
mancha ,color

marron

2 500 pg/ml 0.2 0.6 Idem

3 250 pg/ml 0.2 0.6 Idem

4 125 pg/ml 0.2 0.6 Idem

5 62.5 pug/mi 0.2 0.6 Idem

6 30 pg/ml 0.2 0.6 Idem

7 10 pg/ml* 0.1 0.5 Idem

8 7.8 pg/ml No detectado No detectado | -----

9 3.9 png/mi No detectado No detectado | -----

* Muy leve fluorescencia

Esta tabla muestra que el limite de deteccion para ambos estdndares es de
10pg/ml. En la misma se observa un cambio pequefio de Rf en las muestras uno y siete,
ésto puede ser por el Coeficiente de Variacion de las cromatoplacas calculado por Berny
que fue menor del 5 % (6) ya que la muestra uno fue aplicada por separado, el grupo
dos, tres, cuatro, cinco y seis en una sola cromatoplaca, finalmente siete, ocho y nueve
en una tercera.

Se procedié a trabajar extrayendo los productos comerciales, tomando en cuenta
que la fluorescencia a 10 pg/ml era muy baja y que el contenido en grasas y excipientes
de dichos productos es elevado, se inicié con una concentracion de 30 pg/ml, para lo
cual se peso el equivalente al principio activo sabiendo que el Racumin ® tiene 0.0375

% de coumatetralil y el Klerat 0.00 5 % de brodifacoum, disminuyendo dicha
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concentracion hasta llegar a 10 pg/ml, los resultados obtenidos se encuentran en la

Tabla No.2:

Tabla No. 2: Principios activos en los productos comerciales observados a A de 254

nm
Rodenticidas Concentracion Rf Resultado
Anticoagulantes
Brodifacoum 30 pg/ml 0.2 Positivo, mancha
color marron
Coumatetralil 30 pg/ml 0.6 Idem
Brodifacoum 20 pg/ml * 0.2 Idem
Coumatetralil 20 pg/ml * 0.6 Idem
Brodifacoum 10 pg/mi No detectado | ~  ---------
Coumatetralil 10 pg/mi No detectado | ~  ---------

* Muy leve la fluorescencia

A 10 pg/ml se obtuvo un resultado negativo, en 20 pg/ml, se observé una tenue
fluorescencia que para evitar falsos positivos, se decidi6 a trabajar con concentraciones
no menores a 30 pug/ml en las muestras subsiguientes.

La mayoria de métodos para muestras bioldgicas recomiendan procedimientos
de purificacion para eliminar interferentes, sin embargo, este método es tan selectivo
que con solo utilizar los solventes de extraccion (acetona y éter etilico) se obtiene una
buena respuesta para los dos rodenticidas anticoagulantes.

La especificidad del método fue determinada aplicando el procedimiento
completo a cuatro matrices individualmente (orina, suero, higado de res y concentrado
para animales).

Al observar la cromatoplaca inmediatamente después de secar los solventes con
aire, no se observO ninguna mancha a la altura de los estandares, por lo que se
determind que no existen interferentes, sin embargo, al transcurrir el tiempo aparecieron
otras manchas cercanas a la altura del estandar de brodifacoum (Rf = 0.2) en las
matrices de higado y de concentrado para animales, lo cual errébneamente se puede
interpretar como falso positivo, por lo que es necesario realizar el analisis completo en

un solo dia.
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Fotografia No. 1: Cromatoplaca tomada varios dias después de su revelado

Rf=0.6

Rf=0.2

HEH HDO

En esta fotografia, se muestra que toda la cromatoplaca tiene un color azul esto se debe
a su revelacion con luz UV de onda corta (254 nm). El orden de posicion es el siguiente
(izquierda a derecha): 1) estandar de brodifacoum, 2) orina, 3) plasma, 4) higado, 5)
concentrado para animales y 6) estandar de coumatetralil. Se observa que la segunda y
tercera matrices no muestran interferencias, la cuarta y quinta presentan una mancha a
la altura del brodifacoum, por lo que no seria un resultado valido y se confirma que es

necesario realizar el analisis completo el mismo dia.
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Se procedid a trabajar en duplicado para las cuatro matrices, en el siguiente
orden: orina, suero, higado de res y concentrado para animales.

La primera en analizar fue la orina, debido a que posee menos impurezas. Se
contamind con la cantidad detectada en los productos comerciales, que fue de 30 pg/mi
para los dos rodenticidas, se realiz6 el método completo y se revel6 por luz UV, las
manchas fueron comparadas con el factor de retencién (Rf) de los estandares. Los

resultados se encuentran en la tabla No. 3:

Tabla No. 3: Orina contaminada con rodenticidas anticoagulantes observados a A

de 254 nm

Rodenticida | Concentracion | Rf de estindar | Rf de muestra Resultado
Anticoagulante
Brodifacoum 30 pg/ml 0.2 0.2 Positivo,
(Klerat ®) mancha color

marron

Brodifacoum 30 pg/ml 0.2 0.2 Idem

Coumatetralil 30 pg/ml * 0.6 0.6 Idem

(Racumin ®)

Coumatetralil 30 pg/ml * 0.6 0.6 Idem

Coumatetralil 40 pg/ml 0.6 0.6 Idem

Coumatetralil 40 pg/ml 0.6 0.6 Idem

* Muy leve fluorescencia

Los resultados no fueron los esperados para el coumatetralil debido a que la
mancha presentaba muy poca fluorescencia (casi imperceptible), por lo que se procedid
a aumentar la concentracién a 40 pg/ml, obteniendo mejores resultados.

La siguiente matriz a extraer fue el suero, debido a los resultados anteriores se
trabajo contaminando con dos concentraciones 30 y 40 pg/ml en los dos rodenticidas, a

continuacion se presentan los resultados:
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Tabla No. 4: Suero contaminado con Rodenticidas anticoagulantes observados a A

de 254 nm
Rodenticida | Concentracion | Rf de estindar | Rf de muestra Resultado
Anticoagulante
Brodifacoum 30 pg/ml 0.2 0.2 Positivo,
(Klerat ®) mancha color
marrén
Brodifacoum 30 pg/ml 0.2 0.2 Idem
Brodifacoum 40 pg/ml 0.2 0.2 Idem
Coumatetralil 30 pg/ml * 0.6 0.6 Idem
(Racumin ®)
Coumatetralil 40 pg/ml 0.6 0.6 Idem
Coumatetralil 40 pg/ml 0.6 0.6 Idem

* Muy leve fluorescencia

Puede observarse que la respuesta de coumatetralil a 30 pg/ml fue muy baja
(casi imperceptible), obteniendose mejores resultados para 40 pg/ml, por lo que las
ultimas matrices se contaminaron con estas mismas concentraciones.

La tercera matriz analizada fue el higado de res, obteniéndose buenos resultados
con el brodifacoum a una concentracion de 30 pg/ml. Sin embargo, se presentaron
algunos problemas al contaminar con coumatetralil, siendo esta una matriz sélida, al
igual que el rodenticida y la cantidad pesada muy pequefia (0.2 g) comparada con dicha
matriz, al no mezclar adecuadamente, no hubo extraccién por parte de la acetona.

Pensando en el tipo de matriz, se creyd que el limite de deteccion era méas alto
por lo que se procedio ha realizar pruebas con concentraciones mayores (60, 120 y 180
pug/ml de los productos comerciales), se hiz6 una extraccion exhaustiva agitando
fuertemente obteniéndose manchas a lo largo de toda la cromatoplaca sin definicion
alguna, ni a la altura de los estandares (esto pudo ser por la excesiva cantidad de grasa
extraida al agitar muy fuertemente).

Se procedid a preparar soluciones del estandar de coumatetralil a 40, 50 y 60
pug/ml, aplicandose directamente a la cromatoplaca como se realizo al inicio, para
asegurar que si se detectaba.

El resultado fue positivo para las tres, por lo que se penso que el error estaba en

la homogenizacion de la matriz con el rodenticida.
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Se vari6 levemente el procedimiento para este rodenticida, mezclando

previamente el mismo con la matriz por medio de un agitador de vidrio, luego se

homogenizo totalmente a través de un agitador mecanico (Vortex) por un minuto. Los

resultados se muestran en la siguiente tabla:

Tabla No. 5: Higado de res contaminado con Rodenticidas anticoagulantes

observados a A de 254 nm

Rodenticida | Concentracion | Rf de estindar | Rf de muestra Resultado
Anticoagulante
Brodifacoum 30 pg/ml 0.2 0.2 Positivo,
(Klerat ®) mancha color

marrén

Brodifacoum 30 pg/ml 0.2 0.2 Idem

Coumatetralil 40 pg/ml 0.6 0.6 Idem

(Racumin ®)

Coumatetralil 40 pg/ml 0.6 0.6 Idem

Con este tratamiento, se obtuvieron los resultados esperados a las mismas

concentraciones.

En las matrices orina y suero no existio este problema debido a que son muestras

liquidas que no necesitan una mezcla tan fuerte antes de la extraccion con los solventes.

Por ultimo, se trabajé el concentrado para animales de igual manera que las
anteriores matrices a 40 pg/ml para coumatetralil y brodifacoum con 30 pg/ml.
Siempre se compararon las matrices con los Rf de los estandares, los resultados son los
siguientes:

Tabla No. 6: Concentrado para animales contaminado con Rodenticidas

anticoagulantes observados a A de 254 nm

Rodenticida | Concentracion | Rf de estindar | Rf de muestra Resultado
Anticoagulante
Brodifacoum 30 pg/ml 0.2 0.2 Positivo,
(Klerat ®) mancha color

marrén

Brodifacoum 30 pg/ml 0.2 0.2 Idem

Coumatetralil 40 pg/ml 0.6 0.6 Idem

(Racumin ®)

Coumatetralil 40 pg/ml 0.6 0.6 Idem
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Fotografia No.2: Las cuatro matrices contaminadas con Brodifacoum

Rf=0.2

La fotografia No.2 muestra las manchas alineadas con el estandar, en el siguiente orden
de posicion (izquierda a derecha): 1) estandar de brodifacoum, 2) orina, 3) higado, 4)

concentrado para animales y 5) suero.
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Fotografia No.3: Las cuatro matrices contaminadas con Coumatetralil

Rf=0.6

En la Fotografia No.3, se muestran las cuatro matrices contaminadas con coumatetralil,
las manchas de las mismas se encuentran al mismo Rf que el estandar del rodenticida,
en el siguiente orden de posicion (izquierda a derecha): 1) estandar de coumatetralil, 2)

orina, 3) higado, 4) concentrado para animales y 5) suero.
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IX. CONCLUSIONES

El método propuesto por Berny y colaboradores, es simple, confiable e identifica
rapidamente los rodenticidas anticoagulantes en diferentes matrices.

Los rodenticidas anticoagulantes analizados por este método en CCF son
identificados en forma especifica.

El método es selectivo para los rodenticidas anticoagulantes y no necesita
procedimientos de purificacion adicionales, por lo que se eliminé las limpiezas
de Silica Gel y SEP-PAK propuestas en el protocolo.

Para obtener resultados altamente representativos, es indispensable observar la
cromatoplaca el mismo dia de aplicacién, desarrollo y revelado.

El limite de deteccion en este método fue de 30 pg/ml para brodifacoum y 40
pg/ml para coumatetralil en las diferentes matrices.

Es necesario el uso de las cromatoplacas RP-18 ;545 para este método debido a
que son especificas para la extraccién de los rodenticidas anticoagulantes.
Siendo la acetona un solvente altamente volatil que se evapora a temperatura
ambiente, no es necesario la utilizacion de nitrogeno por este método,
disminuyendo de esta manera los costos analiticos.

No es necesario utilizar un aplicador automéatico como en la metodologia

original, ya que con aplicaciones manuales se obtuvo un excelente resultado.
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X. RECOMENDACIONES

Para una buena identificacion de los rodenticidas anticoagulantes, realizar
siempre blancos de las matrices comparandolos con los estandares y asi evitar
falsos positivos en los resultados.

Es necesario validar este método, para observar si los resultados se mantienen de
una manera uniforme y continua.

Analizar este método con otros rodenticidas anticoagulantes comercializados en
Guatemala.

Aplicar este método utilizando cromatoplacas tipo HPTLC y revelar con luz UV
a una longitud de onda de 286 nm, para observar si disminuye el limite de

deteccion.
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XII. ANEXOS
A. RODENTICIDAS
1. Generalidades:
Los rodenticidas son aquellas sustancias que tienen como finalidad la eliminacion de los
roedores. El envenenamiento con rodenticidas es el método mas usual para control de
pequefios mamiferos. Para que sea eficaz, el rodenticida debe ser atractivo para las ratas
como alimento, hecho que es dificil ya que son comedores caprichosos (15).
Para que un raticida sea eficaz pero seguro, debe satisfacer los criterios siguientes: a)
Ser de sabor agradable para la especie blanco, y por ende, ser potente; b) No hacer que
los roedores huyan del sefiuelo de modo que el animal seguira, comiéndolo; c) La
muerte debe ocurrir de una manera que no suscite sospechas en los sobrevivientes; d)
Debe hacer que el animal intoxicado salga hacia espacios abiertos para morir (de otro
modo, los cadaveres en putrefaccién crean peligros para la salud), y e) Debe ser
especifico para la especie, con toxicidad considerablemente mas baja para otros
animales que podrian consumir de manera inadvertida el sefiuelo o comer el roedor
intoxicado (16).
Los rodenticidas comprenden sustancias de diferentes grupos tales como (19):
e Rodenticidas de Ingestion
¢ Rodenticidas de Contacto

e Gases Fumigantes

2. Rodenticidas de Ingestion
Un rodenticida que actle por via digestiva ha de ser toxico a pequefias dosis para los
roedores, poco toxico para el hombre y otros animales distintos de los roedores, de facil
preparacion y sin peligro para que los que lo manipulan; ademas, ha de ser aceptado con
facilidad por los roedores, sin provocar una muerte demasiado rapida y espectacular,
que haria desconfiar a sus congéneres. Se utilizan mezclas de cebos (19).
Dentro de los rodenticidas de ingestion se encuentran:

e Anticoagulantes

e Origen Mineral

e Organicos de Sintesis

e Origen Vegetal (19)
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a). Rodenticidas Anticoagulantes

Los rodenticidas anticoagulantes son los mas frecuentemente empleados ya que
se consideran un medio eficaz de desratizacion. Debido a que las ratas
desarrollan resistencia a su accion, es necesario ir rotando su uso periddicamente
y no utilizar concentraciones elevadas ya que exponen a mayores riesgos, mas
para los animales domésticos que para el hombre (18, 19).

Todos ellos actian como antagonistas de la vitamina K, produciendo una
diatesis hemorrégica (glosario) que causa la muerte del animal por hemorragias
internas. El shock hipovolémico (glosario) hace que la rata salga de su guarida
para beber agua, por lo que mueren fuera de los refugios. Los cadaveres de los
animales, contienen anticoagulante suficiente como para que los animales que
comen sus carrofias padezcan también la intoxicacion (18).

Por lo general, los venenos para roedores se afiaden a cebos (granos o pastas
apetitosos para propiciar el consumo) (7).

En los seres humanos, es frecuente la intoxicacion de los nifios, que juegan o
ingieren los granos envenenados, formulacion mas comun de estos rodenticidas
(18).

La seguridad para los animales y los seres humanos depende de la toxicidad de
los agentes, la concentracion del ingrediente activo en el cebo y la probabilidad
de que las dosis tdxicas sean consumidas por especies a las cuales no se desea

controlar (7).

i. Toxicidad

En general los productos warfarinicos son de baja toxicidad debido a que
se necesita una ingesta grande o prolongada por varios dias para poder
ocasionar el efecto anticoagulante. Los productos superwarfarinicos solo
necesitan pequefias ingestiones, una sola dosis, provoca efectos

anticoagulantes severos (2).

Toxicidad oral aguda en ratas (20)

Clasificacion Rodenticida DL 5
Sustancias derivadas de la Warfarina Rata macho = 323 + 70
4-hidroxicumarina (2° mg/kg.
generacion) Rata hembra = 58 + 18
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mg/Kg.
Cumacloro 400 — 1,200 mg/kg
Cumafeno 14 — 20 mg/kg
Cumeno 1,400 mg/kg
Sustancias derivadas de la Brodifacoum 0.27 mg/kg
4-hidroxicumarina (2°
generacion);
superwarfarinas o raticidas
de larga duracion
Bromadiolona 1.13 mg/kg
Cumatetralilo 16.5 mg/kg
Difenacoum 1.8 — 2.45 mg/kg
Sustancias derivadas de la Clorofacinona 21 mg/kg
indano-1,3, diona
Difacinona 3 mg/kg
Fenindiona 100 —200 mg/kg
Pindona 280 mg/kg

ii. Toxicocinética y Toxicodinamia (2, 21)

Absorcion, biotransformacion y excrecion:

Las cumarinas, indandionas y otros anticoagulantes se absorben
muy bien a través del tracto gastrointestinal, a los pocos minutos
de ser ingeridos. Otra via importante, especialmente para quienes
preparan las formulaciones, es el tracto respiratorio. La
proporcién de lo que se absorbe a través de la piel intacta es muy
baja.

La warfarina se metaboliza en el higado. Estas sustancias y sus
productos de biotransformacion se excretan por la orina y las

heces.

e Mecanismos de accion sobre el organismo:
Los rodenticidas warfarinicos deprimen la sintesis hepatica de las
sustancias esenciales para la coagulacién de la sangre
(protrombina o factor Il y los factores VII, IX y X). Al mismo
tiempo se produce un aumento de la permeabilidad capilar. El
efecto definitivo de estas acciones es la induccion de una

hemorragia interna generalizada.
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iii. Manifestaciones Clinicas

Las manifestaciones clinicas se presentan mas rapido en el caso de ingesta
toxica de warfarinicos no asi con los superwarfarinicos donde los sintomas
se presentan mas tardiamente (2).

Se puede presentar en la intoxicacion aguda: Epistaxis, gingivorragia,
hematemesis, melena, hematuria, equimosis y sangrado gastrointestinal.
En los casos graves se puede presentar hemorragia subaracnoidea o
epidural, adrenal, articular, retroperitoneal y pericardica (glosario) (2).

En ingestiones masivas se han identificado tiempos de protrombina
prolongados (22).

No existe informacién disponible acerca de efectos cronicos en el
organismo a causa de sustancias empleadas como rodenticidas

anticoagulantes (21).

Algunos compuestos analogos a los rodenticidas cumarinicos son usados
en forma terapéutica como anticoagulantes (como el dicumarol),
presentdndose en muchas ocasiones efectos adversos tales como trastornos
gastrointestinales (especialmente diarrea), necrosis del intestino delgado,
aumento de las transaminasas, urticaria, dermatitis, leucopenia y alopecia
(glosario) (23).

Con las indandionas se ha observado sintomas y signos de dafio
neuroldgico y cardiopulmonar en ratas de laboratorio, por lo regular han

muerto antes de que se presente la hemorragia (2).

iv. Diagnostico

El diagndstico se hace sobre la base de la historia de exposicion, las
manifestaciones clinicas de sangrado y el aumento del tiempo de
protrombina (2).

El tiempo de protrombina, es un tiempo de coagulacion que se utiliza
para la monitorizacién y control de la terapéutica de anticoagulantes. Se
suele expresar en porcentaje (normal entre 80-120%) vy en tiempo de
coagulacion (normal entre 10 — 12 segundos) (37).
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Si existe exposicion a rodenticidas anticoagulantes, el tiempo de
protrombina se prolongara disminuyendo el porcentaje de coagulacion
(38).

v. Antidoto

El Gnico antidoto para los rodenticidas anticoagulantes es la vitamina K
(fitomenadiona) (2).

vi. Tratamiento

Si existe envenenamiento aplicar primeros auxilios y procedimientos de
descontaminacion.

En caso de contacto cutineo:

Lavar la piel con agua y jabén.

En caso de contacto ocular:

Mantener los ojos abiertos y enjuagarlos con agua por lo menos 15
minutos (29).

En caso de ingesta:

Administrar jarabe de Ipecacuana; carbon activado es util si s6lo han

transcurrido no mas de 4 horas ; purgante salino (23).
En caso de sangrado (2):

Administrar vitamina K por via intravenosa lentamente no més de un mg
por minuto disuelta en solucién salina o glucosada, si no hay
manifestaciones de sangrado se puede aplicar la vitamina K; por via
intramuscular u oral, hasta que los tiempos de protrombina retornen a la
normalidad o permanezcan asi.
Las dosis recomendadas son las siguientes:
Nifilos menores de 12 afios:
Oral 5-10 mg/dosis.
Subcutanea o intramuscular: 1-5 mg/dosis.
Intravenosa: 0.6 mg/kg/dia
Adultos y nifios mayores
Oral 15-25 mg.

Subcuténea o intramuscular: 15-25 mg/dia.
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Intravenosa: 10-50 mg /dia (21).

El tratamiento se ajustara de acuerdo con los tiempos de protrombina.

En casos de hemorragias severas, se debe administrar también sangre

fresca o plasma.

En la terapia de recuperacion se puede administrar sulfato ferroso y acido

folico, para ayudar a restaurar la masa de eritrocitos perdidos.

vii. Prondéstico
Se considera un buen prondstico si las hemorragias subdurales

(glosario) o las lesiones vasculares en otros tejidos no dejan secuelas (2).

Importante:

e En caso de intoxicaciones con rodenticidas anticoagulantes, se
recomienda evitar golpes, para prevenir la formacion de hematomas
superficiales o profundos.

e NO administrar vitamina K3 0 vitamina Ky,

e En cualquier caso observar a la persona afectada durante 4-5 dias
(23).

Formas disponibles de Rodenticidas Anticoagulantes (33)

Rodenticida Concentracion Forma
4-Hidroxicumarina
Brodifacoum 0.005 % Cebo
Bromadiolona 0.005 % Cebo
Difenacoum 0.005 % Cebo
Coumatetrailo 0.005 % Polvo, Cebo, Pasta
Indandionas
Clorofacinona 0.005 %, Cebo
0.25 %, Solucion
2.5 % Concentrado
Difacinona 0.005, Torta
0.05,0.1,0.2% Cebo
y2% Concentrado
Pindona 0.025,0.1,0.2,0.5% Polvo
05,15 20% Concentrado

viii. Intoxicaciones en animales (17, 24)

Segun el tipo de raticida ingerido, el animal puede presentar desérdenes en la
coagulacién, problemas neurolégicos, problemas gastrointestinales o infarto de

rifndn. En algunos casos resulta fatal y acaba con la muerte del animal.
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Al sospechar ingesta del raticida por parte del animal, observarlo y buscar
sintomas guias que nos ayuden a actuar con la mayor rapidez posible, como son:
Depresion, somnolencia prolongada y profunda, pérdida de apetito, vomitos,
diarrea, incoordinacion motora, dificultad respiratoria, excitacion a la luz, tacto o

al ruido, incremento de las micciones y coma.

El tratamiento a tiempo es vital en estos casos. Por lo que es necesario llevarlo
lo més pronto posible al veterinario, quién hara al animal un test de diagnostico,

que debe incluir:

Analisis completo de sangre.

o Estudio bioguimico del suero.
e Andlisis de orina.

o Examen del contenido gastrico.
e Recuento de plaguetas.

e Tiempo de coagulacion.

e Recuento de Reticulocitos (glosario).

La terapia del envenenamiento por raticidas varia en funcion de la clase, la

cantidad ingerida y el tiempo transcurrido desde la ingestion.

Un ejemplo de Protocolo a seguir por parte del veterinario, en caso de sospecha

de ingestidn, es el siguiente:

o Silaingestion fue reciente, provocar el vémito.

« Lavado de estomago.

« Soluciones Hidroeléctricas como lo son: Solucion Salina 0.9, Dextrosa al 5
%, Hartmann, Ringer Lactato y Bicarbonato de Sodio.

« Sustancias anticonvulsionantes como el pentobarbital sédico.

o Relajantes musculares como lo son: Bromuro de pancuronio, bromuro de
vecuronio y besilato de atracurio.

« Sustancias para tratar el infarto de rifion como la dopamina y furosemida.

o Sustancias para reducir la frecuencia respiratoria como el manitol y
esteroides.

e Vitamina Ky
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Raticida y su DLsy (mg/kg) del producto | Cantidad de formulado
concentracion (%) activo ingerido para producir
DLsy en perro de 10 Kg
Warfarina 0.025 20-50 400 g
Warfarina 0.05 200 — 300 69
Brodifacoum 0.005 0.25-3.6 50-720¢
Bromadiolona 0.005 11-20 22-40¢g
Clorofacinona 0.005 50 - 100 10 — 20 kg
Difacinona 0.005 0.88-75 176 — 3,000 g
Pindona 0.025 4 -100 160 — 4,000 g
Difetialona 0.0025 4 1.600 g

ix. Productos anticoagulantes

Warfarina

Descripcion:

Desde el punto de vista de la toxicologia, la warfarina, que

pertenece al grupo de las hidroxicumarinas, se comercializa como

rodenticida, en concentraciones de 0.25 y 0.50 %, ademas, se

utiliza como antitrombotico en seres humanos (25, 26).

La seguridad de la warfarina como un raticida se fundamenta en

los siguientes hechos: Se requieren muchas dosis antes que

aparezca toxicidad, y de que las dosis Unicas tienen poco efecto

(16).

Mecanismo de Accion:

La warfarina inhibe la formaciéon de la protombina (27). Pag. 32.

Toxicidad:
Pag. 31.
Datos Clinicos: (28)

La principal manifestacion de la intoxicacion es la hemorragia.

Existen hemoptisis, hematuria, heces sanguinolentas, hemorragias

en Organos, equimosis generalizadas y hemorragia hacia espacios

articulares (glosario).
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Datos de Laboratorio (28):

La concentracion de protombina disminuye después del uso de la
warfarina. Se deben medir los niveles de hemoglobina y efectuar
pruebas de sangre en heces e identificacion del analito por CCF
(12).

Antidoto

Vitamina K;. Dosis: Pag.: 34.

RACUMIN ® (29)

Descripcion:

Es un rodenticida anticoagulante de primera generacion de tipo
warfarinico, cuyo principio activo es el coumatetralil.

Mecanismo de Accion:

Disminucion de la sintesis de protrombina. Pag. 32.

Toxicidad:

Pag. 31.

Datos Clinicos:

Sintomas con trastornos de coagulacion de la sangre, incluyen
sangrado de encias. Después de una exposicion, la toxicidad del
coumatetralil es relativamente baja, porque la sustancia activa es
rapidamente metabolizada. Si la exposicion continla por varios
dias el producto se convierte en mas toxico.

Tratamiento:

Pag. 34.

KLERAT ® (30)

Descripcion:

Es un raticida cumarinico, cuyo principio activo es el
Brodifacoum. Este producto pertenece a la familia de las
"superwarfarinas”, raticidas con propiedades anticoagulantes de
segunda generacion. Este compuesto, y otros de estructura
quimica parecida tales como la bromadiolona, el difenacoum, y la
clorofacinona son productos de sintesis desarrollados para
combatir las resistencias a las warfarinas por los roedores. Es un

raticida, que se expende como granulos y blogques para cebos (31).
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Mecanismo de Accion:

Las propiedades anticoagulantes del brodifacoum, como las de la
warfarina, se deben a su accion inhibitoria de la reduccion de la
vitamina Kj. Esta, en forma reducida, es necesaria para la
formacion de protrombina. Actla inhibiendo la reductasa epdxida
de la vitamina K;, impidiendo el ciclo de regeneracion de la
misma.

A pesar de la similitud en el mecanismo de accion respecto a las
warfarinas, el Brodifacoum es cinco veces mas potente, como
anticoagulante.

Toxicidad:
La alta toxicidad del producto se debe a:

e Una vida media bastante larga (24 dias, aproximadamente)

e Su gran volumen de distribucién (seis veces mas alto que el de
la warfarina);

e Un aclaramiento plasmatico muy bajo, probablemente porque
la droga posee un circuito entero-hepatico.

Datos Clinicos:

En la intoxicacién aguda, la coagulacion disminuird provocando
sangrado en encias, epistaxis, equimosis, melena y hematuria
(glosario). El diagnostico esta basado en la historia de exposicion
(generalmente por la ingestién del rodenticida); la evidencia
clinica de sangrado, la cual puede aparecer varios dias después de
la exposicion; y un tiempo de protrombina anormal. Entre los
analisis biomédicos mas relevantes, estan: Estudios de
coagulacién, tiempo de protrombina (TP) y tiempo de
tromboplastina parcial activado (TTPA).

Antidoto:

Pag. 34.
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b). Rodenticidas de origen mineral
Se clasifican en:
i. Fosforo: Su toxicidad es debida al anion. Dentro de estos tenemos:
Faésforo blanco; fosfuro de cinc y fosfuro de aluminio, quienes liberan
fosfina al contacto con la humedad, tienen efecto en el sistema nervioso
central y son hemoliticos (19, 27). Aunque estos emiten un olor
desagradable a pescado podrido, los roedores lo aceptan (16). El fosforo
blanco es corrosivo a la piel. Los sintomas luego de una ingestion pueden
aparecer desde unos minutos hasta las 24 horas posteriores a la misma,
entre ellos tenemos: Dolor quemante en garganta, pecho y abdomen, lo
cual refleja una lesion severa en la mucosa. Por lo general, estos sintomas
son seguidos de vomito y diarrea. Sin embargo, en algunos casos los
primeros sintomas son letargo (glosario), inquietud e irritabilidad,
seguidos de sintomas de lesion gastrointestinal. El fosfuro de cinc es
mucho menos irritante para la piel y las membranas mucosas que el
anterior, es importante tener gran cuidado para evitar la inhalacién del
polvo, el cual puede producir edema pulmonar. Provoca nauseas y
vomitos, excitacion, escalofrios, opresion en el pecho, disnea y tos. El
fosfuro de aluminio provoca fatiga, nausea, dolor de cabeza, mareo, sed,
tos, respiracion entrecortada y parestesia (glosario).
Tratamiento General:
En contacto cut&neo: Cepillar o raspar el fosforo que esté sobre la piel y
lavar las quemaduras con cantidades abundantes de agua, asegurarse que
todas las particulas de fosforo sean eliminadas (7,32). Si es ingerido, el
lavado gastrico debe hacerse con sorbitol, bicarbonato sédico al 36 5 %
(neutraliza el &cido gastrico) o con una solucion de permanganato
potasico al 1: 5000 que oxida el fosforo a fosfatos.
ii. Talio y sus sales:
Su toxicidad es debida al cation sobre todo el sulfato y el acetato. El
sulfato de talio, provoca una sed intensa a las ratas. Su mecanismo de
accion es a nivel celular (27). Son muy téxicos y peligrosos, ya que
su caracter inodoro e insipido facilita las ingestiones accidentales; la

intoxicacion se traduce en graves alteraciones nerviosas
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(polineuritis), gastrointestinales, renales y azoemia (glosario) y una
alopecia secundaria caracteristica (19).

Tratamiento General: Administrar jarabe de ipecacuana si no ha
transcurrido mas de 4 horas de la ingestion y si el paciente esta
totalmente alerta, seguido de 1 ¢ 2 vasos de agua. Dosis: adultos 30
ml; nifios 15 ml (7, 32).

iii. Carbonato de bario:

Menos toxico que el anterior y de accion irregular, es un
anticonvulsivante que tiene una accion estimulante directa sobre el
musculo (27). Al ingerirse provoca graves alteraciones digestivas,
neuromusculares y cardiovasculares (19). Al igual que el talio,
provoca una sed intensa en las ratas envenenadas, que salen de sus
escondites para beber agua, debido a esto favorece la intoxicacion de

animales domeésticos (18).

¢). Rodenticidas organicos de sintesis:
Entre estos se encuentran:

i. Derivados de cresoles y fenoles nitrados: Rodenticidas de escaso valor.
ii. Alfanaftiltiourea: Aumenta la permeabilidad y dafio capilar pulmonar,
causando edema pulmonar. DL so: 50- 500 mg/kg. Dosis Fatal: Mayor a 4
g/kg. El Antu tienen el inconveniente de crear habituacion en la rata, motivo
por el cual ha disminuido sensiblemente su aplicacion. La intoxicacion
puede provocar disnea, hipotermia y cianosis (glosario). Tratamiento:
Emesis o lavado gastrico seguido de carbon activado, si el tiempo
transcurrido no es mas de 4 horas y catarsis (32).
iii. Monofluoracetato de sodio o 1080:
Es un inhibidor de las enzimas que participan en la respiracion celular (27).
Polvo blanco, inodoro e insipido que se emplea a concentraciones del 2 — 5
% en solucion acuosa para la confeccion de cebos; eficaz en ratones y ratas.
Es sumamente toxico para el hombre y animales domésticos, al ingerirse
puede provocar ocasionando alteraciones neuromusculares con convulsiones
gue pueden conducir al coma, con frecuencia se asocian alteraciones

gastrointestinales graves (19).
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Tratamiento: El primer paso es eliminar el toxico del intestino, sin embargo,
si la victima presenta convulsiones, es necesario controlarlas antes de
realizar lavado gastrico y catarsis (32).

iv. Fluoroacetamida: Tres o cuatro veces menos toxica que el 1080 (8).

d) Rodenticidas de origen vegetal:
Entre estos se encuentran:
i. Escila roja maritima: Se utiliza a concentraciones del 10 %. El
principio activo esta constituido por una mezcla de heterésidos (glosario)
de tipo digitalico y las escilarinas (glosario) extraidas del bulbo de la
planta. Es un raticida selectivo y poco téxico para el hombre. Tiene la
ventaja de evitar la putrefaccidn de los cadaveres de ratas. La ingestion
accidental de grandes dosis ha provocado en nifios intoxicaciones
caracterizadas por trastornos digestivos  (vOmitos, diarreas),
neuromusculares, cardiacos (alteraciones del ritmo cardiaco).
Tratamiento: Probablemente no necesite tratamiento alguno, por su
efecto emético intenso, si por alguna razon, la escila roja es retenida, se
debe administrar jarabe de ipecacuana, seguido de uno o dos vasos con
agua para iniciar el vomito (12).
ii. Estricnina (28)
Mecanismo de Accion Toéxico:
Esta sustancia produce un aumento importante en la excitabilidad
refleja (glosario) de la médula espinal; esto conduce a la pérdida
de la inhibicion normal de las células motoras, que ocasiona
contraccion simultanea de todos los masculos.
Datos clinicos:
Las principales manifestaciones de la intoxicacion aguda por
estricnina son convulsiones.
Intoxicacion aguda:
Después de la ingestion, la estricnina intensifica los reflejos
tendinosos profundos (glosario). Después aparece rigidez en las
rodillas. Enseguida se observan espasmos (glosario) aislados de
musculos extensores en brazos y piernas. Conforme la

intoxicacién evoluciona, los espasmos se vuelven cada vez mas
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intensos y frecuentes, hasta que el paciente parece estar en
opistotonos (glosario) continuo.

Datos de Laboratorio:

La estricnina se identifica en el liquido de lavado gastrico o
voémito con las pruebas apropiadas.

Tratamiento:

Administrar diacepan, 0.05 a 0.1 mg/kg por via IV y repetir

cuando sea necesario.

3. Rodenticidas de Contacto (7)
Se trata de polvos toxicos, insipidos, que se depositan en los lugares de paso de los
roedores, se adhieren por contacto a las patas, cola o piel, y los animales los ingieren al
lamerlos, pero su accion radica en la via digestiva (19).
a). Alfanaftiltiourea o Antu: Pag. 41.
b). Norbonamida (dicarboximida):
Es un compuesto organico sintético, a las ratas les causa una intensa
vasoconstriccién  generalizada que conduce a la muerte por anoxia tisular
(glosario) (7). Su mecanismo de accion toxico es vasoconstriccion e isquemia en
las ratas. Se utiliza en forma de polvo. DL so: 50- 500 mg/kg. Las
manifestaciones son: Hipotermia transitoria e hipotension con dosis mayores a
300 mg. Tratamiento: Emesis o lavado gastrico seguido de carbén activado y
catarsis, si el tiempo transcurrido no es mas de 4 horas (32).
¢). Insecticidas organoclorados (7):
Entre estos estan: DDT o clorofenotano (dotado de una eficacia notable en el
raton), toxafeno y endrina. Las manifestaciones iniciales del envenenamiento
son alteraciones sensoriales: hiperestesia (glosario) y parestesia de la cara y
extremidades. También se ha informado dolor de cabeza, mareo, nausea, vomito,
incoordinacion, temblor y confusion mental. ElI envenenamiento méas severo
causa movimientos espasmoédicos seguido de convulsiones clonico-tdnicas

generalizadas. El tratamiento es sélo sintomatico.

4. Gases Fumigantes (7)

Constituye un medio radical pero inespecifico de destruir todas las especies de roedores

domeésticos, asi como los parasitos que albergan. Los mas empleados son:
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a). Acido cianhidrico o cianuro de hidrogeno gaseoso: Causa envenenamiento
por inactivacion de la citocromo oxidasa, la enzima esencial para la respiracion
celular de los mamiferos. Al parecer, las células del cerebro son las mas
vulnerables a la accion de éste. Cuando se inhala una alta concentracion,
aparecen convulsiones ténico-clénicas violentas y la muerte puede sobrevenir de
inmediato, siendo la parélisis respiratoria el principal mecanismo responsable.
Exposiciones menores causan contraccion y entumecimiento de garganta, rigidez
de la mandibula, salivacion, nausea, vomito y mareo. Una sefial de
envenenamiento es el olor a almendras en el vomito.

b). Cloropicrina: Tiene un fuerte olor y es un fuerte irritante de las vias
respiratorias superiores, ojos y piel. Se formula con bromuro de metilo como
rodenticida (39).

¢). Bromuro de metilo: Se encuentra prohibido en algunos paises, debido a su
alta toxicidad. La fumigacion con este, es eficaz contra las ratas, por lo que se
emplea en la proteccion general contra parasitos de granos almacenados (18).
Luego de una exposicién, se manifiesta irritacion, salpullidos, ampollas en la
piel y en los o0jos se presenta conjuntivitis (irritacion de las membranas mucosas
y lagrimeo). Su empleo esté contraindicado en presencia de alimentos.

El tratamiento en general para los fumigantes es el siguiente: Lavar la piel y los
ojos contaminados con cantidades abundantes de agua o solucion salina, por lo
menos durante 15 minutos. Trasladar de inmediato al paciente a una zona donde

haya aire fresco y atencion médica.
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GLOSARIO (34)

Alopecia:

Calvicie, deficiencia natural o anormal del cabello.

Anoxia tisular:

Ausencia de oxigeno. Cuando no existe aporte de oxigeno a los tejidos, o se
realiza en cantidad insuficiente.

Azoemia:

Elevacion de la urea o de nitrogeno ureico y de la creatinina sérica, producidos
en el higado y en el metabolismo muscular, respectivamente, por una
disminucion del filtrado glomerular.

Cianosis:

Coloracion levemente azulosa o de color purpura oscura de la piel y las
mucosas, a causa de una deficiencia de oxigeno.

Dermatitis:

Inflamacion de la piel.

Diatesis Hemorragica o Hemofilia:

Tendencia congénita y hereditaria a las hemorragias espontaneas y traumaticas,
por la deficiente coagubilidad de la sangre; es exclusiva del sexo masculino,
pero se transmite por la madre.

Disnea:

Sensacion subjetiva de falta de aire o de dificultad respiratoria.

Edema Pulmonar:

Acumulacion anormal de liquido intersticial en los espacios tisulares y alveolos
pulmonares, a causa de aumento en la permeabilidad o presion de los capilares
pulmonares.

Eosinofilia:

Formacién y acumulacion de un nimero extraordinario de células eosinofilas en
la sangre; presencia de numerosos leucocitos eosinofilos en un exudado.
Epistaxis:

Hemorragia por las fosas nasales.
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Equimosis:

Extravasacion de la sangre en el interior de los tejidos. Coloracion de la piel
producida por la infiltracion de sangre en el tejido celular subcutaneo o por la
rotura de los vasos capilares subcutaneos.

Escilareno:

Mezcla de glucoésidos de la escila de accion diurética y tonicardiaca analoga a la
de la digital.

Espasmo:

Contraccion muscular violenta, mantenida y dolorosa, en un masculo o grupos
musculares, de etiologia y fisiopatologia.

Excitabilidad refleja:

Irritabilidad, facultad de responder a un estimulo.

Gingivorragia:

Hemorragia de las encias.

Hematemesis:

Vomito de sangre.

Hematuria:

Emision por la uretra de sangre pura o mezclada con la orina.

Hemoptisis:

Expulsion de sangre procedente del arbol respiratorio.

Hemorragia:

Salida 0 mas o0 menos copiosa de sangre de los vasos por rotura accidental o
espontanea de estos.

Heterosido (Glucoésido):

Principio vegetal que puede descomponerse en glucosa y otro principio por la
influencia de ciertos fermentos, de &cidos o de alcalis.

Hiperestesia:

Trastorno de la percepcion que consiste en una distorsion sensorial por un
aumento de la intensidad de las sensaciones, en el que los estimulos, incluso los
de baja intensidad, se perciben de forma anormalmente intensa.

Hipotermia:

Temperatura corporal anormalmente baja.

Letargia:
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Estado de somnolencia o estupor profundo.

Leucopenia:

Reduccidén del nimero de leucocitos en la sangre por debajo de 5,000.

Melena:

Expulsion de sangre alterada por el ano, sola o con heces consecutivas.

Miccion: Acto de expulsar la orina de la vejiga urinaria.

Opistotonos:

Posicion de hiperextension corporal debida a un espasmo muscular intenso de
los musculos erectores espinales, y prolongado, que hace que la espalda se
arquee de forma marcada, la cabeza se desplace hacia atras sobre el cuello, los
talones se inclinen posteriormente sobre las piernas y los brazos y las manos se
flexionen.

Parestesias:

Sensacion anormal de hormigueo, ardor, etc., que experimenta la piel.
Polineuritis:

Inflamacion simultanea de varios nervios.

Reflejo tendinoso:

Reflejo en el que intervienen solo dos neuronas, que consiste en la respuesta
involuntaria a un estimulo sensorial.

Recuento de reticulocitos:

Examen de laboratorio que mide el indice de eritropoyesis y evalla la respuesta
de la médula 6sea ante la anemia o para vigilar el tratamiento de anemia.

Rf (Razén de frentes): Es la distancia recorrida por el sustrato dentro la
distancia recorrida por el disolvente (36).

SEP-PAK: Es un filtro que contiene silica gel quimicamente tratada con
octadecilsilano (ODS), muy importante para la purificacion de las muestras (14).
Shock hipovolémico:

Estado de shock causado por una falta de volumen intravascular, generalmente
como consecuencia de una hemorragia aguda.

Urticaria:

Afeccion cutanea caracterizada por la erupcion subita de placas o ronchas
ligeramente elevadas de forma y dimensiones variables, acompariadas de prurito

intenso.
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PREPARACION DE REACTIVOS (6)

Solucion patrén de Rodenticida Brodifacoum 1 mg/ml: En un balon aforado
de 10 ml, disolver 10 mg de brodifacoum en 10 ml de cloroformo y agitar bien.
Solucion patron de Rodenticida Coumatetralil 1 mg/ml: En un balon aforado
de 10 ml, disolver 10 mg de coumatetralil en 10 ml de metanol y agitar bien.
Solucion Estandar de Rodenticida Brodifacoum 30 pg/ml: En beacker de 10
ml, medir un ml de cloroformo y agregar 30 pl de la soluciéon patron
brodifacoum 1 mg/ml y agitar.

Soluciéon Estandar de Rodenticida Coumatetralil 40 pg/ml: En un beacker de
10 ml, medir un ml de metanol y agregar 40 pl de la solucién patron
coumatetralil 1 mg/ml y agitar.

Acido Fosférico 4.72 M: Tomar 8.1 ml de &cido fosférico al 85 % y aforar en
un baldn de 25 ml con agua destilada y agitar bien. Nota: Tomar en cuenta que
es una reaccion exotérmica, por lo que el balon debe tener un poco de agua
destilada y luego se le agrega el acido.

Metanol/Acido Fosférico 9:1: Tomar 9 ml de metanol y 1 ml de Acido

Fosfdrico en una probeta de 10 ml y agitar bien.
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FOTOGRAFIAS

Productos comerciales utilizados

Centrifuga



Bafio seco de temperatura controlada con bloques calefactores
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Agitador eléctrico

- 25TIC ﬁi&tes 5x10cm |

. MERCK

Cromatoplacas RP - 18 F ;545 de 5 x 10 cm con indicador de fluorescencia



Aplicacion manual sobre la cromatoplaca

Cromatoplacas recién aplicadas
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PrENSA LiBRE : Guatemala, jueves 27 de octubre de 2005

Actualidad : Nacional
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Vecmos de Pinula piden ayuda

Proliferan
las ratas

POR CLAUDIA MUNAIZ/PERIODISMO COMUNITARIO

En la colonia Santa Sofia, San]osé Pinula, las ratas son un
dolor de cabeza para los vecinos, quienes han recurridoa
todos los métodos para tratar de erradicarlas, sin éxito.

Los ministerios de Salud y de Agricultura dijeron que to-

Amenaza

umawummammw

marin medidas al respecto.
"Son enormes, tacua-
cines. Se meten en los cajones y lo
muerden todo, Echamos veneno,
pmummmemumiw
es50 desprende mal olor”, expre-
stni].u Mirtala Lemus, quien vi-

‘hitos desde hace

165 nifios. “En la madrugada, se
oye come se agarran a todo”,
afadié De Rodriguez.

En la colonia Santa Sofia, San
José Pinula, las autoridades de
Sd\udhun!enﬁudnlagrlsm—

ai:mesen\mnmad:limlm
en laladera de un cerro.

La plaga ha aumentado por-
las intensas lluvias de los al-

el cemento,
basura, el rio y los campos de tri-
goseco.

en los campos

MEsadmmrahatnmnduinme
25 de prevencidn necesarias y
ha Mormud.o a la poblacibn de

Losy
medm‘oecuelm'nluuﬂl
de madrugada, por lo gue temen

“Ya hemos matado siete en el
mMnnwwlu
perseguia, pero se ha
Mirna de
. Ensuvi Jyen!uhm-_

a‘:emiudmﬁmderﬁym—
mentacion (Maga) la fumigacion
para erradicar la
"lnnmhamlnmmu—
po.qusum&pd!gmw
que pucden transmitic rd:Ep
pm: ‘bubénica, a través de la

orina o por mord
dido enseres, madera y asustana  Contreras.

H

Noticia de Prensa Libre
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