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1. Introduccion

La serendipia esta presente en muchos de los grandes avances de la humanidad, en general, y
de la ciencia, en particular. La circunstancia de encontrar por casualidad algo que no se buscaba, el
hallazgo valioso que se produce de manera accidental o casual [1]. Otra de las circunstancias en las
que frecuentemente se basan los grandes descubrimientos es la bondad, el compromiso y la
generosidad desinteresadas que nacen del sufrimiento ajeno y que solo buscan calmarlo, aliviarlo o
curarlo.

Lo que el lector encontrara en las siguientes paginas es la increible y sorprendente historia del
descubrimiento de un medicamento y de los problemas que surgieron para su utilizacion en la
practica clinica. Una historia llena de dolor y sufrimiento, pero llena también de coraje y
determinacion. Una historia de poco mas de 100 afios, pero todavia inacabada que seguimos viviendo
con intensa expectacion. Y una historia que encierra un mensaje emocionante, una inestimable
enseflanza para esta época de humanizacion de la Medicina en la que nos encontramos.
Humanizaciéon que nunca debié de dejar de formar parte de nuestra profesion.

El descubrimiento de este farmaco no fue casual. La serendipia eligié a la persona generosa que
hizo el descubrimiento.

El relato describe de forma secuencial los eventos histéricos que caprichosamente se fueron
sucediendo y permitieron el descubrimiento del medicamento. Pero este relato estara interrumpido
en tres ocasiones, tres breves historias paralelas que complementan la historia principal y permiten
entender algtin aspecto concreto del relato o comprender la magnitud del suceso histérico que motivd
ciertos acontecimientos.

Y empezaremos por donde siempre empiezan todas las historias. Por el principio.

2. La enfermedad

2.1. El heno

En el frio, largo y lluvioso invierno de 1921, en las grandes praderas del norte de Estados Unidos
(EE. UU.) y del sur de Canada, se produce la aparicién de una enfermedad desconocida hasta
entonces, una enfermedad hemorragica que mata al ganado vacuno aparentemente sano por
hemorragias internas, hematomas espontdneos y sangrados incoercibles durante cirugias menores
como el descornado (Figura 1) [2].

Uno de los primeros en estudiar la enfermedad fue el veterinario britanico de la Universidad de
Toronto (Ontario, Canadé) Frank William Schofield (Seok Ho-pill [f &) [3]; 1889-1970) (Figura 2),
que confirmé que no existia un dafo organico o hepatico en el animal, que no habia un déficit
nutricional, ni una coagulopatia en el seno de una septicemia. Pero objetivd que los picos de
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mortalidad se producian durante las épocas de lluvia o grandes nevadas, llegando finalmente a la
conclusion de que la enfermedad se producia por la ingesta que el ganado vacuno hacia de heno
elaborado a partir de “trébol de olor”, una leguminosa utilizada como pasto. Pero no por la ingesta
del heno seco, sino del heno que habia iniciado un proceso de descomposicion, de putrefaccion, y se
encontraba colonizado por moho, llamando a la enfermedad “la enfermedad del trébol dulce” o
“sweet clover disease” [4,5].

Durante los siguientes afios la enfermedad se extiende por todo el norte de EE. UU., como
Wisconsin, Minnesota, Dakota del Norte, Dakota de Sur, Montana, asi como por el sur de Canada,
como Ontario, Manitoba, Saskatchewan, Alberta, etc. Y en 1929, el veterinario estadounidense Lee
Miles Roderick (1888-1963) (Figura 3), de la Estacion Agricola Experimental de Fargo (Dakota del
Norte; EE. UU.), confirma que la enfermedad se produce por la ingesta de heno elaborado a partir de
trébol de olor contaminado por hongos de los géneros Penicilium spp. y Aspergillus spp., que una
sustancia desconocida en este heno produce un déficit, funcional o estructural, completo de la
protrombina (factor II) y que la enfermedad se cura haciendo una transfusion de una vaca sana a una
vaca enferma [6,7].

Figura 1 Ganado vacuno afecto por la enfermedad hemorragica del trébol de olor (“sweet clover
disease”) [2].

A BRIEF ACCOUNT OF A DISEASE IN CATTLE SIMULATING
HEMORRHAGIC SEPTICAEMIA DUE TO FEEDING
SWEET CLOVER

FRANK W. SCHOFIELD, Toronto, Ont.
Can Vet Rec. 1922;3:74-8.

DAMAGED SWEET CLOVER: THE CAUSE OF ANEW DISEASE IN
CATTLE SIMULATING HEMORRHAGIC SEPTICEMIA AND

Frank William Schofield BLACKLEG.

Toronto, Ontario.

Seok Ho-pill (B 1238) FRANK W. SCHOFIELD, Toronto, Ont.

(1889-1970)
J Am Vet Med Assoc. 1924 Feb;64(553):136.

Figura 2 Frank William Schofield [4,5].

A PROBLEM IN THE COAGULATION OF THE BLOOD

“SweET CLOVER DiSEASE oF CATTLE"
LEE M. RODERICK
From the North Dakota Agricultural Ezperiment Station
Received for publication November 29, 1930
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years ago to the occurrence of losses among cattle which were fed on hay

or silage made from sweet clover. Such forage has been found to be of

Lee Miles Roderick poor quality for it was spoiled, moldy and damaged. It is evident that the

F North Dakota sweet clover acquires specific disease-producing properties when it spoils
argo, o in the curing process.

(1888-1963)

Figura 3 Lee Miles Roderick [6,7].
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Primer inciso: La caprichosa concatenacion de sucesos historicos.

Aqui haremos el primer inciso en nuestra historia, para hablar del trébol de olor y para ponernos
en contexto de hasta qué punto esta enfermedad fue algo devastador en la economia de la América
rural de comienzos del siglo XX. Y para esta historia paralela, retrocederemos al afio 1800 y nos
centraremos en el estado de Wisconsin (EE. UU.).

El origen.

A comienzos del siglo XIX, Wisconsin es el mayor productor de grano de EE. UU. El 25% de la
produccién estadounidense de maiz y de cereal se produce en Wisconsin, dado que forma parte del
“granero” y del “cinturén maicero” de EE. UU., formados por los estados del noreste estadounidense
regados por el rio Mississippi (Figura 4). Pero la sobreexplotacion agraria da lugar a una progresiva
deplecion del contenido de nitrogeno de los suelos, dando lugar a cosechas cada vez mas escasas y
vulnerables, hasta en que en 1860 se produce la infestacién por una chinche (Blissus leucopterus) que
devasta completamente los cultivos, tanto en el norte de EE. UU., como en el sur de Canada, de una
forma similar a como la filoxera (Daktulosphaira vitifoliae) produjo la destrucciéon de los vinedos en
Francia y Espafia a partir de 1870.
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Figura 4 Granero (“barn”) y cinturén maicero (“corn belt”) de EE. UU. Estados norteamericanos
riberefios del rio Mississippi. https://es.wikipedia.org/wiki/Wisconsin.
https://es.wikipedia.org/wiki/Granero_de_Norteam%C3%A9rica.
https://es.wikipedia.org/wiki/Cintur%C3%B3n_maicero_estadounidense.

EI cambio.

A partir de ese momento y siendo conscientes de que la recuperaciéon de las caracteristicas
edaficas, la recuperacion del contenido de nitrégeno de esos suelos llevaria muchos afios, los
agricultores toman una decisién muy drastica: transformar las granjas en explotaciones ganaderas y
los inmensos campos de cultivos en pastos para alimentar al ganado. Por lo que se necesita plantar
pasto y se decide importar de Europa una leguminosa utilizada como planta forrajera para el ganado
de pastura llamada Melilotus officinalis (Figura 5) [8]. El trébol de hoja amarilla, trébol dulce o
trébol de olor.

(Por qué eligen el trébol de olor? Lo eligen por ser resistente al ataque de la chinche, por su
crecimiento rapido, porque crece en condiciones climatoldgicas adversas y en suelos practicamente
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aridos y, sobre todo, porque vive en simbiosis con un género de bacilos gramnegativos denominado
Rhizobium [9], que tienen la capacidad de fijar el nitrégeno atmosférico e introducirlo en formas
solubles en el terreno a través del sistema radicular de la leguminosa, como un fertilizante natural,
en un intento de mejorar las condiciones edaficas de los suelos y recuperar su contenido en nitrégeno
(Figura 6). Tiene otras dos caracteristicas. Tiene un olor muy dulce, lo que unido a su flor amarilla
favorece el desarrollo de una importante industria apicultora alrededor de los campos. Pero tiene un
sabor amargo, por lo que los animales de pastura no la comen inicialmente. En primer lugar, terminan
con todo el pasto autoctono y, después, se comen el trébol de olor. Por tanto, los agricultores y
ganaderos solo disponen de trébol de olor para los procesos de henificacion (Figura 7). Los ganaderos
solo disponen de heno elaborado a partir de trébol de olor para alimentar a sus animales durante el
invierno.

Mélilot des champs Melilotus arvensis Wallr
Amédée Masclef, 1891

Figura 5 Melilotus officinalis. Trébol de hoja amarilla, trébol dulce o trébol de olor [8].
https://es.wikipedia.org/wiki/Melilotus_officinalis.

nitrogen (N,)
from air

Figura 6 Rhizobium. Los bacilos gramnegativos de los ndédulos radiculares transforman el nitréogeno
atmosférico en formas nitrogenadas solubles que difunden al terreno o son utilizadas como fuente de
alimentacion para la leguminosa [9]. https://es.wikipedia.org/wiki/N%C3%B3dulo_radicular.
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Figura 7 Procesos de henificacion. Photo: Minnesota State Historical Society. Haystack and wagon.
1910. Creator: Louis Enstrom. http://bigpictureagriculture.blogspot.com/2011/05/farm-photo-
stacking-hay-in-minnesota-in.html.

Las sustancias quimicas presentes de forma natural en el trébol de olor que le dan ese olor
dulce y ese sabor amargo se denominan cumarinas [10]. La cumarina es un compuesto quimico
organico perteneciente a la familia de las benzopironas, cuyo nombre segtin la International Union
of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) es 2H-cromen-2-ona. Etimologicamente, «cumarina» deriva
de la palabra francesa coumarou, utilizada para referirse al haba de Tonka. Se encuentra de forma
natural en gran variedad de plantas y, en alta concentracién, en el haba de Tonka (Dipteryx odorata),
canela de Cassia (Cinnamomum aromaticum) y trébol de olor (Melilotus ssp.). Las cumarinas se
consideran un grupo de metabolitos secundarios de las plantas y se encuentran en los tegumentos
de las semillas, frutos, flores, raices, hojas y tallos, aunque la mayor concentraciéon se halla en
general en frutos y flores. La cumarina funciona como defensor para la planta, ya que posee
propiedades supresoras del apetito, lo que explicaria su extension generalizada, especialmente en
pastos y tréboles. Esto provoca la disminucion del impacto del pastoreo sobre el forraje.

Esta medida fue un éxito y desde 1860, en que se produce la infestacion por la chinche, hasta
1899 y comienzos del siglo XX, el 90% de las granjas en Wisconsin pasa a ser explotacion ganadera y
Wisconsin pasa de ser el “granero” de EE. UU. a ser la “lecheria” de EE. UU. (“America’s Dairyland”)
(Figura 8) [11]. Wisconsin se convierte en los siguientes afios en el mayor productor de queso de EE.
UU,, siendo la industria ganadera y lactea la base de la economia rural en todo el norte de EE. UU.
[12]. Es mas, no en aquella época, pero afios mas tarde, a los habitantes de Wisconsin se les apoda en
EE. UU. “cheeseheads” (cabezas de queso) y es el icono que lucen orgullosos los seguidores del equipo
de ftbol americano de los Green Bay Packers (Green Bay, WC, EE. UU.).

La irrupcion de la enfermedad hemorragica, la forma en la que indiscriminadamente mataba al
ganado vacuno y de como diezmaba las cabezas de ganado en las explotaciones ganaderas en un
sector dependiente de heno elaborado exclusivamente a partir de trébol de olor, fue algo devastador
en la economia rural estadounidense de comienzos del siglo XX e hizo tambalear los cimientos de la
forma de subsistencia del norte de EE. UU. Los ganaderos pensaban que nada podia ir peor. Se
equivocaban.

La tragedia

El martes 29 de octubre de 1929, se produce el Martes Negro (“Black Tuesday”) o el “Crack de la
Bolsa de Nueva York” [13], el comienzo de la Gran Depresion, la mas catastréfica caida del mercador
de valores en la historia de la bolsa en EE. UU. [14] (Figura 9). Fue la depresién financiera mas larga,
mas profunda y la que afectd a un mayor nimero de paises en el siglo XX. En los tres dias siguientes
al Martes Negro, 100.000 trabajadores estadounidenses perdieron su empleo. Y durante las semanas
siguientes, la caida de los precios alcanzé aproximadamente un 60%, especialmente en el sector
primario, el encargado de transformar los recursos naturales en materias primas, como la agricultura


https://es.wikipedia.org/wiki/Cinnamomum_aromaticum
https://es.wikipedia.org/wiki/Apetito
https://es.wikipedia.org/wiki/Pasto_(ganader%C3%ADa)
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o la ganaderia. El golpe definitivo a un sector que ya sufria el devastador impacto de la enfermedad
hemorragica del trébol de olor.

El terrible efecto de la Gran Depresion sobre el pueblo estadounidense fue dramaticamente
reflejado en las conmovedoras fotografias realizadas por Dorothea Lange para la Administracion de
Seguridad Agraria de EE. UU. (“Farm Security Administration”: FSA), que la contraté para documentar
los salvajes estragos que la gran recesion de los afios treinta habia causado en la América rural. Estas
fotografias, y las que realizd posteriormente a la comunidad “Nisei” tras el bombardeo de la Armada
Imperial Japonesa a la base naval de la Flota Estadounidense del Pacifico en Pearl Harbor (Hawai, EE.
UU.) el 7 de diciembre de 1941, la convirtieron en el maximo exponente del fotoperiodismo
documental mundial [15]. Su icénica fotografia “La madre migrante” de 1936 pasoé a la historia como
el reflejo del drama social vivido por los estadounidenses durante la Gran Depresién. En esta
fotografia, que se encuentra en la Biblioteca del Congreso de los EE. UU. (Figura 10), puede verse a
una mujer llamada Florence Owens Thompson, de 32 afios y madre de siete hijos, en un campo de
cosechadores desposeidos en Nipomo, California [16].

“I saw and approached the hungry and desperate mother, as if drawn by

a magnet. She and her children had been living on frozen vegetables from the

field and wild birds the children caught [17]”

Dorothea Lange

Chinch Bug: How a Tiny Insect

Helped Wisconsin Become the
Dairy State

DAIRY PROGRESS

TR s vacronas
i wonen

WISCONSIN

AMERICAS DAIRYLAND

EST. ' 1848

Figura 8 Wisconsin. America’s Dairyland [11]. Dairy progress: creameries, condenseries and cheese

factories in Wisconsin, January 1918, and value of products / Agricultural Experiment Station, the
University of Wisconsin, and the Wisconsin Dairy and Food Commission. University of Wisconsin.
Agricultural Experiment Station. 1918. Wisconsin Historical Society.
https://content.wisconsinhistory.org/digital/collection/maps/id/48/.
https://insectlab.russell.wisc.edu/2018/06/14/chinch-bug-wisconsin-dairy/
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Figura 9 Crack bursatil de la Bolsa de Nueva York (“black tuesday / martes negro”, 29 de octubre de
1929) [13].
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«La vi y me acerqué a aquella madre hambrienta y desesperada... Me
dijo su edad, que tenia treinta y dos arios, que habian estado viviendo
de verduras congeladas que encontraban en los campos de los
alrededores y pdjaros que los nisios mataban.»

.—Dorothea Lange

Figura 10 “La madre migrante”. Fotografias de Dorothea Lange. Afio 1936 [16,17].
3. El descubrimiento

3.1. La serendipia

La enfermedad hemorragica del trébol del olor y la Gran Depresion habian sumido al sector
ganadero en una profunda crisis que comprometia la viabilidad econémica de las pequefas
explotaciones ganaderas dispersas por todo el norte de EE. UU.

Un ganadero llamado Ed Carlson, vecino del pequefio pueblo de Deer Park, a 190 millas (305
km.) al norte de Madison, la capital de Wisconsin, desesperado por la expansion “epidémica” de la
enfermedad hemorragica en su granja y sin terminar de creerse lo que sus veterinarios le decian sobre
el trébol de olor, decide ir a hablar con los veterinarios de la Estacion de Investigacion Agraria de la
Universidad de Wisconsin-Madison (UW-Madison). Y en una madrugada de viernes a sabado de
febrero de 1933, mete en su furgoneta un ternero muerto por la enfermedad, 100 libras (45,4 kg) de
heno elaborado con trébol de olor contaminado por hongos y una de las garrafas utilizadas para
transportar leche, llena de la sangre del ternero para ensefiar a los veterinarios de la universidad que
esta sangre no coagulaba jamas (“blood-that-would-not-clot”). Pero Ed Carlson encontrd lo que es
probable encontrar en el norte de EE. UU. viajando de madrugada en invierno; una tormenta de nieve
que retrasa muchisimo su viaje. Cuando Ed Carlson llega a Madison, son las 16:00 horas del sabado,
la Estacion de Investigacion Agraria esta cerrada y el campus de la Universidad de Madison cubierto
por la nieve y completamente vacio. Pero Ed Carlson vio luz en una de las ventanas del edificio que
albergaba el Departamento de Bioquimica (420 Henry Mall; UW-Madison). Ed Carlson busca el origen
de esa luz, que correspondjia al laboratorio de investigacion de Quimica Agraria (Facultad de Biologia
y Agricultura) del Prof. Karl Paul Gerhard Link (1901-1978) (Figura 11), que curiosamente se
encontraba trabajando ese sabado por la tarde con un quimico de origen aleman llamado Eugen
Wilhelm Schoeffel [18].

“Accordingly, he was advised to go to the Agricultural
Experiment Station authorities to get the facts. The office of
the State Veterinarian had closed, and pure chance had
brought him to the Biochemistry Building [18]”

Karl Paul Link



RIECS 2023, 8,1 145

Agricultural Chemistry
College of Agricultural and
Life Sciences

Biochemistry
UNIVERSITY OF WISCONSIN-MADISON

420 HENRY MALL,
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MADISON CAMPUS

Dr. Karl Paul Gerhard Link

Figura 11 Dr. Karl Paul Gerhard Link. Laboratory of Agricultural Chemistry. College of Agricultural
& Life Sciences. 420 Henry Mall, University of Wisconsin. Madison Campus.

Segundo inciso: El verdadero protagonista

Karl Paul Link nace en LaPorte (Indiana; EE. UU.) en 1901 y era hijo de un pastor luterano de
origen aleman. Se gradda en Quimica Organica en la UW-Madison y obtiene el doctorado (PhD) en
1925. Realiza posteriormente dos afos de formacion postdoctoral en los laboratorios de Fritz Pregl
(Graz; Austria), Premio Nobel de Quimica en 1923 por el desarrollo de los métodos del microanalisis
cuantitativo de elementos quimicos, y Paul Karrer (Zurich; Suiza), Premio Nobel de Quimica en 1937
por sus investigaciones sobre los carotenoides, las flavinas y las vitaminas A y B2. En 1927, durante
su estancia en Suiza, desarrolla una tuberculosis de la que se cura tras una recuperacion en la ciudad
suiza de Davos. Obtiene una plaza de Profesor de la Facultad de Biologia y Agricultura del
Departamento de Bioquimica de la UW-Madison en 1928 [19].

En diciembre de 1932, el director del Departamento de Bioquimica de la Universidad de
Minnesota, Roos Aiken Gortner, llama al Dr. Link, le ofrece una plaza de profesor en su universidad
y le pide que se encargue del proyecto de investigacion para la identificacion del agente hemorragico
responsable de la enfermedad del trébol de olor [18]. Le envia toda la informacién cientifica
disponible hasta esa fecha, incluyendo los estudios pioneros de Frank Schofield y Lee Roderick, asi
como los intentos infructuosos que el propio Ross Gortner habia realizado para identificar el agente
hemorragico. El Dr. Link acude personalmente a entrevistarse con el Dr. Gortner en St. Paul
(Minneapolis; EE. UU.) y declina la oferta al considerar la investigacion extremadamente tediosa y
compleja para la ciencia de la época.

Curiosamente, el Dr. Link comenzo6 un mes mas tarde, en enero de 1933, el disefio de un proyecto
de investigacion conjunto con el Departamento de Genética de la UW-Madison que enfocaba el
problema del trébol de olor desde una perspectiva diferente. Pretendian desarrollar clones del
Mellilotus spp. que tuviesen una menor concentracion de cumarinas [18] con el objetivo de reducir el
sabor amargo que éstas le conferian, mejorar su palatabilidad para el ganado vacuno, favorecer el
crecimiento del pasto autoctono y evitar la dependencia de los ganaderos hacia el trébol del olor para
sus procesos de henificacion.

3.2. La investigacion

Sin embargo, Ed Carlson irrumpié en su laboratorio de Quimica Agraria en una nevosa tarde de
sdbado de febrero de 1933, apenas dos meses después de rechazar la propuesta cientifica del Roos
Gortner y antes de iniciar el proyecto conjunto con el Departamento de Genética de la UW-Madison.

Ed Carlson le cuenta su problema, cdmo mueren sus animales, desangrados por hematomas
espontdneos, hemorragias incoercibles y sangrados durante el parto. Paul Link le dijo que no podia
hacer otra cosa que aplicar las recomendaciones de Schofield y Roderick: que debia dejar de utilizar
trébol de olor contaminado y transfundir a las reses enfermas. Ed Carlson le dijo que no podia seguir
esas recomendaciones. Que no tenia otro heno que no estuviese elaborado con trébol de olor, que
necesitaba todo el heno disponible para alimentar a su ganado y que no podia costear la transfusion
de sus animales enfermos, un procedimiento veterinario caro y en plena Gran Depresion.
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Ed Carlson se fue, sin ninguna respuesta, y Paul Link y Eugen Schoeffeld quedaron largas horas
mirando esa sangre que nunca coagulaba. Cuando el Dr. Link sale de su laboratorio, Eugen Schoeffel
le dice: “Dr. Link, antes de que se vaya, déjeme decirle una cosa. El destino ha dado forma a nuestro futuro”.

“Before you go, let me tell you something.

There is a destiny that shapes our ends, it shapes our ends, I tell you.
I will clean up and gift you a document on Monday morning [18]”
Eugen Wilhelm Schoeffel

Efectivamente, ese mismo lunes, el Dr. Link presenta en el Departamento de Investigacion de la
UW-Madison un proyecto de investigacion para la identificacion del agente hemorragico responsable
de la enfermedad del trébol de olor. El mismo proyecto que hacia menos de dos meses habia
rechazado.

Tardé 6 anos. Seis anos en los que su equipo mejord los trenes de combustion para el
microandlisis cuantitativo de las sustancias quimicas que aislaban de las muestras de heno
contaminado [20] y desarroll6 un método modificado para el calculo del tiempo de protrombina
(“Quick 1-stage prothrombin time”) [21]. Realizaron hasta 200 experimentos a lo largo de 5 afios con las
sustancias quimicas que fueron aislando en un tinico conejo llamado Bess.

En la mafnana del 28 de junio de 1939, el Dr. Link acude a su laboratorio y se encuentra a Harold
A. Campbell, uno de sus quimicos, dormido en un sofd. Y a Chet Boyles, responsable del animalario
y que asistia al Dr. Campbel en la preparacion de las muestras bioldgicas, bebiendo lo que parece un
brebaje altamente alcohdlico [18]: “Lo estoy celebrando. Campy (Dr. Campbel) ha dado en el clavo”.

“I'm celebrating, Doc. Campy has hit the jack-pot [18]”
Chet Boyles

El Dr. Campbell habia aislado 6,0 mg de una sustancia cristalina, inodora e insipida, llamada
posteriormente Dicumarol® [22,23]. Durante el proceso de descomposicion del heno, se producia una
oxidacién de las cumarinas, con la adicion de un grupo hidroxilo (-OH) en el carbono en posicién-4,
formandose las 4-hidroxicumarinas. Y en presencia del formaldehido (H2C=O) producido por los
hongos, se producia la unién de dos moléculas de 4-hidroxicumarina alrededor de un anillo de
metileno: 3,3"-metilen-bis(4-hidroxicumarina) [22] (Figura 12). El agente hemorragico responsable
de la enfermedad del trébol de olor.

STUDIES ON THE HEMORRHAGIC SWEET CLOVER =
DISEASE 0”0 °*/aa%q OH

V. IDENTIFICATION AND SYNTHESIS OF THE HEMORRHAGIC Cumarina =
AGENT*

Br MARK ARNOLD STAHMANN, CHARLES FERDINAND 0 0o
HUEBNER, axp KARL PAUL LINK ) . 4-hidroxi ina

{ Formaldehido

| |

(From the Department of Biochemistry, Wisconsin Agricultural Ezperiment |
Station, University of Wisconsin, Madison) H\C/

i I
(Received for publication, November 29, 1940) (o]

In this communication it is shown through degradation reac-
tions which lead to the chemical synthesis that the hemorrhagic

agent, CiHpOg, m.p. 288-289° isolated by our colleague, Dr. OH CH, OH
H. A. Campbell, from spoiled sweet clover hay is 3,3"-methylene- \ Z
bis(4-hydroxycoumarin), formula (I).
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JB Esistical J Biol Chem 1941;138:513-527 3,3-Metilen-bis(4-hidroxicoumarina)
DICUMAROL®

Figura 12 Estructura quimica del agente hemorragico responsable de la enfermedad del trébol de olor
(“sweet clover disease”) [22].
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Tercer inciso: ;Otra enfermedad hemorragica?

En la década de los anos 30, en el Instituto de Bioquimica de la Universidad de Copenhague
(Dinamarca), un joven quimico y fisidlogo danés llamado Carl Peter Henrik Dam [24] (1895-1976)
estd tratando de demostrar que los organismos animales son capaces de producir colesterol de forma
enddgena, para lo que utiliza un modelo de experimentacién animal que consiste en unos pollos que
alimenta con un pienso sintético tratado con disolventes organicos para eliminar las grasas y poder
asi demostrar que el colesterol encontrado en estos animales es de produccién endogena. Pero el
mantenimiento prolongado de esta dieta sin grasas produce una enfermedad hemorragica mortal en
los pollos, manifestada habitualmente en forma de hematomas subcutdneos e intramusculares
extensos y cambios en la membrana mucosa del estémago que se desarrollan a los 15-20 dias del
inicio de la dieta sintética, similar al escorbuto, pero sin mejoria tras la administracién de vitamina C
[25]. La hipdtesis planteada por el Dr. Dam es la existencia en la alimentacion de una sustancia
liposoluble, arrastrada por los disolventes organicos que utiliza en el tratamiento de los piensos,
imprescindible en los procesos de coagulacién y diferente a las vitaminas liposolubles A, Dy E. Y el
Dr. Dam la busca. Y en 1935, la encuentra en extractos de higado de cerdo, semilla de cafamo y en
ciertos cereales y vegetales, que curan la enfermedad. El Dr. Dam no caracterizé bioquimicamente
esta sustancia, pero la llamé vitamina K, porque “coagulacién” en aleman se escribe con K
(“Koagulation™) [26] (Figura 13).

“It is proposed to term this factor vitamin K (Koagulations-Vitamin in
German and the Scandinavian languages) [26]”
Henrik Dam

Anos mas tarde, Edward Adelbert Doisy [27] (1893-1986), un reconocido médico y quimico de
la Facultad de Medicina de la Universidad de Saint Louis (Misuri; EE. UU.), caracteriza
bioquimicamente dos formas de vitamina K. La vitamina K o filoquinona [28], que se encuentra en
vegetales de hoja verde y ancha, y la vitamina K2 o menaquinona [29], que se encuentra en alimentos
fermentados como el queso. La vitamina K es un aceptor de electrones que forma parte de la cadena
de transferencia electronica del fotosistema I de la fotosintesis y sus concentraciones son
practicamente paralelas a las de la clorofila, motivo por el que se encuentra en elevadas
concentraciones en los vegetales de hoja verde y ancha (Figura 14).

El descubrimiento de la vitamina K fue un hito en la historia de la medicina. Su introduccién en
la practica clinica produjo una disminucién de la incidencia de hemorragias en las cirugias de los
pacientes con enfermedades hepatobiliares y redujo significativamente la incidencia de la
enfermedad hemorragica del recién nacido, producida por déficit de vitamina K. De hecho, hoy en
dia se sigue administrando Konakion® (vitamina K1) a los recién nacidos.

Henrik Dam y Edward Doisy recibieron en Premio Nobel de Medicina y Fisiologia en 1943,
por el descubrimiento y caracterizacién quimica de la vitamina K [30] (Figura 15).

CLIV. THE ANTIHAEMORRHAGIC VITAMIN
OF THE CHICK.

By HENRIK DAM.
From the Biochemical Institute, University of Copenhagen.

(Received April 8th, 1935.)

The nature and distribution of the antihaemorrhagic factor have now been

garl P?er Hegrik Dan; investigated. The investigation has led to the discovery of the fact that the
SRR R factor is a fat-soluble vitamin occurring in hog-liver, hemp seed, certain cereals
(1895-1976) and vegetables, and must be different from vitamins A, D and E. It is proposed

to term this factor vitamin K (Koagulations-Vitamin in German and the
Seandinavian languages).

UNIVERSITY OF
COPENHAGEN @ BIOCHEMICAL
° JOURNAL Biochem J 1935;29:1273-1285

Figura 13 Carl Peter Henrik Dam [24, 26].
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Figura 14 Edward Adelbert Doisy [27-29].

THE NOBEL PRIZE IN PHYSIOLOGY OR MEDICINE

-

Henrik Carl Peter Dam Edward Adelbert
Prize share: 1/2 Doisy
Prize share: 1/2

The Nobel Prize in Physiology or Medicine 1943 was divided equally between Henrik Carl Peter Dam “for his
Discovery of vitamin K” and Edward Adelbert Doisy “for his Discovery of the chemical nature of vitamin K”

Figura 15 Premio Nobel de Medicina y Fisiologia de 1943 [30].

4. El medicamento

148

El Dr. Link conocia los estudios sobre la vitamina K y habia comprobado que bloqueaba el efecto
del Dicumarol®. El Dr. Link tenia una sustancia quimica, administrable por via oral, con efecto
antitrombotico, dosis-dependiente, cuyos efectos podian ser monitorizados con el tiempo de
protrombina y que se podia bloquear con vitamina K. De hecho, la revista Lancet publica en
septiembre de 1941 una editorial (“Heparin and a rival”) [31] en la que reconoce el potencial clinico de
esta nueva molécula, en contraposicion a la heparina soédica, descubierta en 1916 por Jay McLean, un
estudiante de la Facultad de Medicina John Hopkins (Universidad de Baltimore, Maryland; EE. UU.)
y que solo podia administrase por via parenteral. Tras conseguir la produccién sintética del 3,3"-
metilen-bis(4-hidroxicumarina) y gracias a la cooperacion del Departamento de Investigacion de la
UW-Madison y los Laboratorios Abbott, Eli Lilley&Co. y E.R. Squibbé&Co., el Dicumarol® comienza

su uso clinico a partir de 1940 [32] (Figura 16).
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DICUMAROL® R kit - desaele e
HEPARIN AND A RIVAL

K. P. Lixk of the University of Wisconsin and his
associates isolated the heemorrhagic agent of spoiled
sweet; clover and have succeeded in synthesising it.
Preliminary work has shown it to be non-toxic in
human patients. It greatly prolongs the coagulation
and prothrombin times of the blood but takes about
48 hours to develop its effect ; but when the effect
is fully developed, it is lasting. It seems best to give
it in a series of divided doses and it has the enormous
advantage of being active when given by mouth in
gelatin capsules. Its effect can be rapidly checked
by a small transfusion of normal blood. This sub-
stance should be relatively cheap, and may make
general preoperative prophylaxis a practical possi-
bility. Let us hope its discoverers will think of a
shorter name for it, preferably one that will recall
its pastoral origin.

THE LANCET Lancet 1941;238:314

Figura 16 Presentacion para uso clinico del Dicumarole [31].

4.1. Las ratas

Pero surgen problemas, basicamente dos. Uno derivado de la molécula y otro derivado de la
forma de monitorizar su dosificacion. El Dicumarol® tiene una absorcion muy erratica, una
biodisponibilidad poco predecible y una escasa potencia anticoagulante. Necesitaba dias o semanas
para producir el efecto antitrombético. Y la forma de monitorizar la dosificacion del Dicumarol® se
realizaba con la determinacion del tiempo de protrombina. Los estudios de coagulacién estan en
ciernes en aquella época. La determinacion del tiempo de protrombina se realiza a diario y de forma
practicamente artesanal en cada laboratorio y hospital del mundo, utilizando tromboplastinas que se
extraian de cerebros de animales de experimentacion tras la disecciéon muy cuidadosa de la
duramadre, dado que la contaminacién de las tromboplastinas por tejido sanguineo de la duramadre
podia interferir con la determinacion del tiempo de protrombina. La variabilidad en la determinacién
de los tiempos de protrombina era altisima, incluso dentro de cada laboratorio, encontrando los
médicos serias dificultades para estabilizar las dosis de Dicumarol®. Esta variabilidad, que motivaba
incluso diferencias internacionales en las tasas de eventos hemorragicos por el Dicumarol®, motivo
la idea generalizada de la clase médica de que los efectos hemorragicos del Dicumarol® eran
idiosincraticos y no dosis-dependientes. Incluso se llegé a publicar que la vitamina K no bloqueaba
los efectos del Dicumarol® [33,34]. Se consideré que era una droga muy peligrosa [35] y se dejé de
utilizar entre los afnos 1944 y 1945.

“When bleeding occurred from the clinical use of Dicumarol the fault
rested with the physician who administered the drug”
Marple C.D. & Wright LS.

El Dr. Link, descontento con el devenir de los acontecimientos y por que se hubieran cuestionado
los resultados de sus investigaciones, decide tomarse un descanso. A comienzos del mes de
septiembre de 1945, durante un paseo en piragua con su familia, es sorprendido por una tormenta,
acaba empapado y exhausto, desarrollando una neumonia que precisa ingreso en el Hospital General
de Wisconsin (UW-Madison). Pero a las 48 horas es diagnosticado de una activacion de la
tuberculosis pulmonar que tuvo durante su estancia en Suiza en 1927. Tras dos meses de ingreso, es
trasladado al Sanatorio Lake View (1204 Northport Drive, Madison, WI), en el que permanece
ingresado otros 6 meses. Acababa de finalizar la 2 Guerra Mundial (1 de septiembre de 1945) y habia
escasa actividad en su laboratorio. Y para mantener “la tuberculosis fuera de su cabeza”, revisa los
datos bioquimicos y los ensayos realizados de su laboratorio mientras lee la “historia del control de
plagas desde la antigiiedad hasta nuestros dias” [18], de la que el Dr. Link aprende que la rata es un
animal inteligente que es capaz de identificar por el olor y por el sabor un cebo que acaba de matar a
otra rata y no lo come. Y piensa que el Dicumarol® seria un buen rodenticida. Es inodoro, es insipido
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y mata con varios dias o semanas de decalaje. La rata seria incapaz, no solo de detectar el cebo, si no
de asociar lo que otra rata ha comido con lo que finalmente la acaba matando.

Por lo que el Dr. Link pide a los miembros de su laboratorio, que empiezan a volver tras el final
de la 2?2 Guerra Mundial, que revisen las caracteristicas quimicas de los aproximadamente 100
derivados sintéticos del Dicumarol® que elaboraron entre los afios 1940 y 1944. Revisaron
especificamente la capacidad de producir una respuesta anticoagulante mas uniforme y una
hipoprotrombinemia mas acusada en ausencia de sangrado visible. Se consideraron otras
propiedades quimicas, tales como la pureza (ausencia de sabor y olor), el coste de produccion y la
posibilidad de generar sales estables solubles en agua. El Dr. Link decidié cambiar el “veneno para
las vacas (cow poison)” en “veneno para las ratas (rat poison)” y proponer la cumarina n°42 como
rodenticida [18]. Esta propuesta impact6 negativamente en los miembros de su laboratorio, que la
consideraron inadecuada y aberrante.

“This proposal shook the laboratory. I can sum up by stating the

consensus of opinion “the boss has really gone off the deep end this time”.
Karl Paul Link

Sin embargo, el director del departamento de investigacion de UW-Madison, Ward Ross,
entusiasmado con la idea, comercializa la cumarina n®42 como veneno matarratas a comienzos de
1948 con el nombre de WARFARINA (Figura 17).

WAREF- es el acronimo de la Wisconsin Alumni Research Foundation (WARF), el departamento de
investigacion de la Universidad de Wisconsin que financi6 la investigacién del Dr. Link desde 1933.
-ARIN (-arina) son las tltimas letras de cumarin (-a), la sustancia quimica presente en el trébol de olor
responsable de la enfermedad hemorragica. La warfarina se convirtié en el rodenticida mas vendido
y exitoso de la historia (Figura 18 y 19).

Sin embargo, este inusitado éxito de la warfarina como rodenticida no hizo sino empeorar la
imagen que tanto la comunidad cientifica como la opiniéon publica tenian de un farmaco denostado
por considerarlo muy peligroso. Ahora seguia siendo muy peligroso y, ademas, se convierte en un
eficaz veneno matarratas. No es de extrafar que no se utilizase en practica clinica.

Pero esto cambia.

Cumarina

WISCONSIN ALy ° ;
RESEARCH FounpiTioy m]

Nombre IUPAC
2H-chromen-2-one
General
Otros 1

Férmula estructural C(I
(o] o

Férmula molecular CotgO2

Figura 17 Warfarinae (WARF: Wisconsin Alumni Research Foundation) [10]. The old Wisconsin
Alumni Research Foundation building was constructed in 1947. This image shows the entrance. The



RIECS 2023, 8,1 151

UW-Madison Collection. Local Identifier: S00093. UW-Madison Archives Collections.
https://digital.library.wisc.edu/1711.dl/6CBSIZK5SH3UZR8K. @ Copyright not evaluated

WISCONSIN ALUMNI RESEARCH FOUNDAT'ION
Rt (ntwod «« warfarin

WATER of 50

Figura 18 Exposicion sobre la warfarinae de la Wisconsin Alumni Research Foundation (WARF) en 1954.
Attendees examine Karl Paul Link's work on controlling rats with warfarin on display during the 1954
Farm and Home exhibit. Wollin, William, 1954. The UW-Madison Collection. Local Identifier: S16314.
UW-Madison Archives Collections. https://digital.library.wisc.edu/1711.dl/ABKOKTHF2P4479B. o
Copyright indetermined.
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Figura 19 Inicio de la comercializacion de la warfarina como rodenticida. Karl Paul Link, Professor of
Agricultural Chemistry, standing in front of a poster advertising Warfarin, a compound he and fellow
University researchers patented with the Wisconsin Alumni Research Foundation. Schulz, Gary. 1945.
The UW-Madison Collection. Local Identifier: S00093. UW-Madison Archives Collections.
https://digital.library.wisc.edu/1711.d1/61ZE6FL5M6WI58K. o Copyright indetermined.

4.2. Un suicida (y la comunidad cientifica)

El 15 de marzo de 1952, el capitdn Julian Love y el teniente Roy W. Holmes, del Hospital Naval
de Philadelphia (Pensilvania; EE. UU.), publican en el Journal of the American Medical Association
(J.LA.M.A.) el caso clinico de un recluta que, tras ser destinado a entrar en servicio en la guerra de
Corea y en el seno de un cuadro depresivo, comete un intento de suicidio con “d-CON” (warfarina)
[36] (Figura 20). Durante seis dias ingiere 567 mg de warfarina, presentado en las 48 horas antes del
ingreso hospitalario dolor lumbar, vémitos y epistaxis intermitente. El tiempo de protrombina fue de
4 minutos y 6 segundos (tiempo control: 15”'), recibiendo una transfusiéon de 500 ml de sangre
completa y 144 mg de vitamina K intravenosa en dos dosis de 72 mg cada 12 horas, tratamiento que
fue repetido a las 48 horas. Tras 8 dias de ingreso, el recluta se recupera por completo, incluyendo la
normalizacién del tiempo de protrombina.
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Este caso, unido al hecho de que apenas se produjeron muertes hemorragicas por consumo
accidental de warfarina durante los afios de su comercializacion como rodenticida, actué de
catalizador y se empezd a considerar por la comunidad cientifica como una alternativa al Dicumarol®
mas segura, mas sencilla en el manejo clinico. A instancias del Dr. Link, Endo Laboratories (Richmond
Hill, Nueva York; EE. UU.) inicia la producciéon industrial de la warfarina sédica para uso clinico con
el nombre comercial de “Coumadin®” [18]. Coumadin® era al menos 5 o 10 veces mas potente que
el Dicumarol®, podia administrarse por via oral, intramuscular, rectal e intravenosa con una
biodisponibilidad similar independientemente de la via de administracién, con una mayor
hipoprotrombinemia y menor riesgo de sangrado, y corregible con la administracion de vitamina K.
Tras la experiencia clinica inicial con la warfarina y los resultados de los ensayos clinicos, la Federal
Drug Adminstration (FDA), el 6 de agosto de 1954, autoriza el uso clinico del Coumadin® (warfarina
sodica) en tres supuestos clinicos [37] (Figura 21):

e  Profilaxis y tratamiento de la trombosis venosa profunda y el tromboembolismo pulmonar.

e Profilaxis y tratamiento de las complicaciones tromboembolicas asociadas a la fibrilacion
auricular y/o los reemplazos valvulares cardiacos.

e  Reduccidon del riesgo de muerte, infarto de miocardio recurrente y eventos tromboembolicos
como el ictus o el embolismo sistémico tras un infarto de miocardio (actualmente, este escenario
clinico no es indicacion de anticoagulacion).

Sin embargo, a pesar de la aceptacion de la comunidad cientifica y la autorizacion de la FDA, el

Coumadin® no se utilizaba con la intensidad con la que se debiera teniendo en cuenta la incidencia

y prevalencia de las enfermedades aterotrombéticas de la época. Su uso como rodenticida suponia
un impedimento demasiado grande para la opinion publica y para los pacientes.

Pero esto cambia.

Vol. 148, No. 11 WARFARIN TOXICATION—HOLMES AND LOVE 935

SUICIDE ATTEMPT WITH WARFARIN,
A BISHYDROXYCOUMARIN-LIKE
RODENTICIDE

Lieutenant Roy W. Holmes (MC), U. S. N.

and
Captain Julian Love (MC), U. S. N., Philadelphia

SUMMARY

A proved case of human poisoning due to warfarin, a
relatively new rodenticide which has an antiprothrombin
action similar to that of bishydroxycoumarin (dicuma-
rol®), has been presented. The relationship of warfarin
to bishydroxycoumarin has been delineated, and the
pathological physiology of this form of poisoning and
the measures employed to correct these abnormalities
have been discussed.

United States Naval Hospital.

JAMA JAMA 1952,148:935-937

Figura 20 “Case Report” de Holmes & Love del Journal of the American Medical Association (JAMA) del
15 de marzo de 1952. Envase de “d-CON” (rodenticida elaborado con warfarina) [36].
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COUMADIN is a vitamin K antagonist indicated for:

Prophylaxis and treatment of venous thrombosis and its extension,
pulmonary embolism (1)

Prophylaxis and treatment of thromboembolic complications associated
with atrial fibrillation and/or cardiac valve replacement (1)

Reduction in the risk of death, recurrent myocardial infarction, and
thromboembolic events such as stroke or systemic embolization after
myocardial infarction (1)

Figura 21 Aprobacion para el uso clinico de la warfarina sddica (Coumadine) por la Federal Drug
Administration (FDA) el 6 de agosto de 1954 [37].

4.3. El presidente de los EE. UU. (y la opinion piiblica)

El 23 de septiembre de 1955, el 34" Presidente de los EE. UU., el General Dwight David “Ike”
Eisenhower (1890-1969), el que fuera Comandante Supremo de la Fuerza Expedicionaria Aliada
(SHAEF) durante el Desembarco de Normandia (Francia) [38,39] (Figura 22), acude a Denver
(Colorado; EE. UU.) a visitar a su familia politica y durante un partido de golf en el Cherry Hills Golf
Club, empieza a sentirse indispuesto. Su médico personal considera que es una indigestion por las
hamburguesas con cebolla de Bermuda que “Ike” habia comido al llegar a Denver. Pero la
persistencia del dolor a pesar de la morfina, obliga a trasladar al Presidente al Hospital Miliar
Fitzsimons (Denver; COLO), donde es diagnosticado de un infarto agudo de miocardio anterolateral
extenso, de 24 horas de evolucion [40] (Figura 23). Se instauraron los medicamentos usados en la
época para el infarto de miocardio, como el oxigeno, la morfina (analgésico), la papaverina
(antiespasmodico para dilatar las arterias coronarias), la atropina (para prevenir arritmias) y heparina
sodica L.V. (para reducir la trombosis) [41]. Dado que solo habia cardiélogos militares involucrados
en la atencion del Presidente Eisenhower, el Vicepresidente Nixon decidié implicar a Paul Dudley
White, un afamado cardidlogo del Massachusetts General Hospital, Harvard Medical School (Boston;
Massachusetts; EE. UU.) [42]. Tras 24 horas de estancia en el Fitzsimons Army Hospital, el Dr. White
recomendd la movilizacion precoz del presidente y el inicio del tratamiento con warfarina. Tras siete
semanas de ingreso hospitalario, el Presidente Eisenhower fue dado de alta el 11 de noviembre de
1955 [40]. El Secretario de Prensa de la Casa Blanca, James C. Hagerty, informa de que el Presidente
Eisenhower ha sufrido un infarto de miocardio y tras la estabilizacién inicial con heparina sédica, se
ha instaurado tratamiento con warfarina [18]. Los periodicos editorializan esta nota de prensa
diciendo que “si es bueno para un héroe de guerra, si es bueno para el Presidente de los Estados Unidos, es
bueno para todos, aunque sea veneno matarratas” [43].

“What was good for a war hero and the President of the United States,
must be good for all, despite being a rat poison.”
Duxbury B.M. & Poller L.

En ese momento, la warfarina empieza a convertirse en lo que finalmente se ha convertido: un
farmaco que no ha tenido alternativa terapéutica durante mas de 50 afios y que ha salvado millones
de vidas en todo el mundo.
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DWIGHT D. EISENHOWER Playa de Omaha (Calvados, Basse-Normandie, France)
uuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuu stares Dia D: 6 de junio de 1944

Figura 22 Dwight David Eisenhower. Portada revista TIME (6 de junio de 1994). Dia-D: Playa de
Omaha (6 de junio de 1944) [38,39]. Taxis to Hell —and Back — Into the Jaws of Death, by Robert F. Sargent,
CPhoM, USCG.

“Heart Attack Strikes lke,”
President Eisenhower’s 1955
Medical Emergency in
Colorado

1 HGS VoCO
LYOCARDIAL IN:ARC.ION
ERS MA 5 BISENHOS
sSu Wi EHOUSE

DENVER COLO A/0 LT COL SHEEDY

Reproduction of hospital admission card, September 24, 1955.

Figura 23 Tarjeta de ingreso hospitalario en el Fitzsimons Army Hospital (Denver; COLO) del
presidente Dwight D. Eisenhower el 25 de septiembre de 1955. Fecha de alta: 11 de noviembre de 1955
[40].

4.4. El mecanismo de accion

En 1978, cientificos de la UW-Madison dirigidos por el John W. Suttie identifican el mecanismo
implicado en el efecto anticoagulante de la warfarina y demas farmacos tipo Dicumarol®. Hay siete
factores de la coagulacion vitamina K-dependientes: los factores II (protrombina), VII, IX, X y las
proteinas C, Sy Z, que precisan de la carboxilacion de un residuo de 4cido glutdmico que les permita
unir el calcio que, a su vez, les permite unirse a los fosfolipidos de membrana. La enzima que cataliza
la carboxilacién de esos residuos de acido glutamico es la y-glutamilcarboxilasa, que necesita un
cofactor, un aceptor de electrones: la vitamina K. Y la vitamina K pasa, durante este proceso de
carboxilacién, de un estado activo en forma de vitamina K1 hidroquinona (KH-2) a un estado inactivo
de vitamina Ki12,3-epdxido (KO) [44,45]. Los depdsitos de vitamina K del organismo son muy escasos,
porque tenemos la capacidad de transformar la vitamina Ki 2,3-epdxido inactiva de nuevo en
vitamina K1 hidroquinona activa que puede ser reutilizada en los procesos de carboxilaciéon de los
factores de la coagulacion, gracias a la vitamina Ki 2,3-epoxido reductasa (VKOR) (Figura 24). Los
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farmacos anti-vitamina K (AVK), como el Coumadin® (warfarina), Sintrom® (acenocumarol), etc.,
bloquean la subunidad C1 de la VKOR (VKORC1), impidiendo la reutilizacion de la vitamina K en
los procesos de carboxilacion de los factores de coagulaciéon vitamina K-dependientes [46],
produciéndose una deplecion rapida de los escasos depdsitos organicos de vitamina K. A las 48 horas,
el tiempo de vida media del factor II-protrombina, se empiezan a producir los efectos antitrombéticos
vs. hemorragicos.

Este mecanismo fue publicado por el equipo del Dr. Suttie en 1978, afio en el que el Dr. Link
fallece por una insuficiencia cardiaca en Wisconsin, no sin antes saber cémo funcionaban los farmacos
que €l descubrio.

NAD(P)H-dependent
quinone reJt)Jectase
________________ ;
) Vitamin K ¢ ! Active .
: quinone reductase Y @ Inactive
i 7 _ 5| Vitamink, Coagulation factors Il VI, IX, X
. 7. (Quinol) Proteins S, C, Z
]
Parent compound
Vitamin K; @
@ (Quinone) Carboxylase y-Carboxylation of
e epoxidase glutamic acid residues
Vitamin K, @ Inactive
2, 3-epoxide reductase
,, Vitamin K Active
, 3-epoxid
” £ IR Coagulation factors Il, VIl IX, X

Proteins S, C, Z

Figura 24 Ciclo de la vitamina K1 en la carboxilacion de los residuos de acido glutamico de los factores
de coagulacion vitamina K-dependientes [44,45].

4.5. La estandarizacion internacional

Cinco afios mas tarde, en 1983, la World Health Organization (WHO), en un intento de
estandarizar la determinacion de los tiempos de protrombina, establece la obligatoriedad a las
empresas comercializadoras de tromboplastinas a incluir en sus kits comerciales el International
Sensitivity Index (1.5.1.), comparando sus tromboplastinas frente a una molécula patrén que se guarda
en los laboratorios centrales de la WHO en Suiza. Con el 1.S.I. se puede calcular el International
Normalized Ratio (I.N.R.) [47,48], que puso punto final a la variabilidad en la determinacién de los
tiempos de protrombina a nivel internacional, mas de 60 afios después de la aparicion de la
enfermedad hemorragica del trébol de olor (Figura 25).

Guidelines for thromboplastins and plasma used to control
oral anticoagulant therapy with vitamin K antagonists

World. eqlth Replacement of Annex 3 of WHO Technical Report Series, No. 889
Organization

INTERNATIONAL NORMALIZED RATIO (INR)

ISI
PTtest

INR=|———
PTnormal

Kirkwood TB. Calibration of reference thromboplastins and standardisation of
the prothrombin time ratio.
Thromb Haemost. 1983;49:238-44.

Figura 25 Estandarizacion internacional de la determinacion del tiempo de protrombina. International
Sensitivity Index (1.S.1.) & International Normalized Ratio (I.N.R.) [47,48].

4.6. Presente y futuro
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En el afio 2009 se inicia el uso clinico de los anticoagulantes de accién directa (ACODs) que no
dependen de la vitamina K para ejercer sus efectos antitrombéticos: el inhibidor directo de la
trombina (dabigatran) y los inhibidores directos del factor Xa (apixaban, rivaroxaban, edoxaban).
Los ACODs han supuesto una revolucion en el tratamiento de la aterotrombosis al haber superado
muchas de las limitaciones de los fdrmacos AVKy al demostrar un perfil de seguridad mucho mayor.
Los ACODs han demostrado ser superiores a la warfarina en la reduccion del ictus isquémico,
embolia sistémica y muerte cardiovascular o por cualquier causa, asi como en la reduccién de ictus
hemorragico [49]. No precisan monitorizacién hematolégica (INR) y presentan un mejor perfil de
interacciones farmacoldgicas y alimenticias, por lo que también mejoran la calidad de vida del
paciente.

Actualmente esta en desarrollo clinico el que sera el siguiente paso en el tratamiento de las
enfermedades aterotrombéticas, los inhibidores del factor XI, que pretenden desacoplar la via de la
trombosis de la via de la hemostasia, generando un efecto antitrombdtico con muy bajo riesgo de
sangrado [50]. El asundexian (BAY-2433334), con los ensayos clinicos PACIFIC (-AF, -STROKE vy -
AMI) y OCEANIC en fase III, y el milvexian (BMS-986177), con los ensayos AXIOMATIC (-SSP y -
TKR), se posicionan como el siguiente escalén en el tratamiento de las enfermedades
aterotrombéticas [51].

Una historia de 101 afios, pero todavia inacabada y que seguimos viviendo con intensa
expectacion. La constante evolucion de los farmacos anticoagulantes hacia la maxima eficacia
antitrombotica con el menor riesgo de sangrado. Otro de los grandes y ambiciosos objetivos de la
medicina moderna.

5. La ensefianza

Como en toda buena historia, siempre es posible encontrar una ensefianza, un aprendizaje
motivador para nuestra vida personal o profesional. Y el ejemplo que encierra esta apasionante
historia no puede ser mds emocionante e inspirador.

(Qué es lo que hizo que el Dr. Link decidiese dedicar su vida profesional a un proyecto de
investigacion que hacia menos de un mes consideraba inviable para la ciencia de la época?

¢Qué le hizo cambiar de opinion?

La empatia. Esa maravillosa capacidad del ser humano para sentir como propias las emociones
y los sentimientos de los demas. Tal y como el propio Dr. Link afirma en un articulo publicado en
Circulation en 1959, en el que narra los acontecimientos que dieron lugar al descubrimiento y
desarrollo de la warfarina [18], el impacto emocional que recibié durante su entrevista con Ed Carlson
en aquel fatidico sabado de 1933 fue inmenso.

“I cannot take the time to tell all the details of this slice of the Dicumarol
story, but I can assure you its impact on me was immense.

I can still see him (Ed Carlson) take off for home about 4:00 p.m. Those
190 miles of drifted roads between our laboratory and his barn must have
appeared to him like a treacherous and somber ocean.”

Karl Paul Link

El Dr. Link era extravagante, dicen que por la tuberculosis que sufrié en 1927 en Suiza. Pero
también era terriblemente empatico y supo transformar el dolor, la frustracion y la desesperacion que
Ed Carlson le transmitia, en el valor, el compromiso y la perseverancia para hacer algo bueno por €l
y los ganaderos de EE. UU. El viaje que Ed Carlson realiz6 a través de 190 millas cubiertas de nieve
no supuso nada para él. Ninguna respuesta, ninguna solucion. Ese viaje no cambio la historia de Ed
Carlson.

Pero ese viaje y la empatia del Dr. Link cambiaron la historia de la humanidad.

Y no una. Dos veces.

1. El Dr. Link descubrié una sustancia quimica que se convirtid en el rodenticida mas eficaz, mas

exitoso y mas vendido de la historia. Supuso un antes y un después en el control de plagas. Y lo
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que eso produjo a nivel sociosanitario e industrial. De hecho, los rodenticidas empleados
actualmente son las superwarfarinas [52], derivadas de esa warfarina inicial que inicié su
comercializacion en 1948.

2. Y el Dr. Link descubri6 un farmaco que no ha tenido alternativa terapéutica durante mas de 50
afnos y que ha salvado millones de vidas en todo el mundo. De hecho, sigue sin tener alternativa
terapéutica en dos contextos clinicos. La prevencion de la embolia sistémica en pacientes con
fibrilacién auricular y valvulopatia mitral reumatica, tras los resultados negativos del estudio
INVICTUS [53]. Y la anticoagulacién de las prétesis metdlicas cardiacas, tras los resultados
negativos del estudio PROACT Xa [54].

Y no solo eso. El Dr. Link y sus quimicos cedieron la patente de la warfarina a la Wisconsin
Alumni Research Foundation (WARF) (Figura 26) que permitié a esta entidad sin animo de lucro
generar unos ingentes ingresos durante décadas que dedico a financiar numerosos proyectos de
investigacion que han seguido beneficiando a la humanidad.

Y lo que es mas emocionante. Pensar en quién, dénde y cuando se produjo este descubrimiento.
Un hijo de un inmigrante aleman, trabajando en Estados Unidos durante la 22 Guerra Mundial.

El Dr. Link no pensoé en que la investigacion era tediosa o compleja para la ciencia de la época.
No penso6 en los obstaculos o dificultades que se encontraria durante la misma. Pensé en Ed Carlson.
En lo que tanto él como los ganaderos de EE. UU. necesitaban. Y a eso le dedico su vida. Y acerto. La
enseflanza para los que nos dedicamos a la sanidad no puede ser mas evidente. Salvando las
distancias..., cuando tengamos dudas, cuando no sepamos lo que hacer, debemos pensar en el
paciente, en lo que necesita, en lo que espera de nosotros. Porque cuando pensamos en el paciente,

WARF

Wisconsin Alumni Research Foundation

siempre acertamos.

Figura 26 Logotipo de la Wisconsin Alumni Research Foundation (WARF) de la Universidad de
Wisconsin-Madison (UW-Madison).

Para terminar, unas palabras del Dr. Karl Paul Link (Figura 27):

“In closing I wish to indicate that what my laboratory has achieved in

the past 212 decades represents the combined effort of many students.

I think the secret of their success is 3-pronged: they never ceased to

wonder, they kept on trying, and they were on a project directed toward doing
mankind some good instead of trying to destroy it [18].”

Karl Paul Link; 1959
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Figura 27 Karl Paul Gerhard Link.

NOTA: Este articulo esta basado en la sesion clinica hospitalaria realizada en el Salén de Actos

del Hospital Universitario de Guadalajara (Espafa) el 30 de noviembre de 2022. Emitida en directo
por el Aula Virtual del SESCAM (Servicio de Salud de Castilla-La Mancha). Ponente: Ramén Arroyo
Espliguero, Jefe de Seccién de Cardiologia del Area Integrada de Guadalajara. #Cardiologia
#sesionclinica #sanidadguadalajara Link: https://youtu.be/DQQ6f{HhfZHk

Conflictos de Intereses: Los autores no declaran conflicto de intereses.
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