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CAPITULO 

IllTROOUCC!Otl Y OBJETIVOS. 

Desde 1945. el cloranfentcol (CAP), ha sido usado como un 

agente anttbactertano y ant1rr1cketts1al. [s el fármaco de uso común en 

pacten tes con menrngt t1s causada por Hdemopht lus inf luenzae resistente 

a amp1cil1na. 

Ex1stPrt diferentes reportes en la 11 teratura indicando que 

los niveles plasmáticos de cloranfen1col pueden corrclac1onarsc con la 

presencia tanto de una tox1c1dad hematológtca que es unJ rara reacción 

1d1osrncrát1ca, como de una to,1c1dad dos1s-depend1cnte que se prest!nla 

con cierta frecuencia, por lo que se ha recomendado que las concentr2. 

c10nes plasmáticas de éste f<lrmaco deben ser monttoreadas durante el 

tratamiento con el fin de asegur.Jr niveles terapéuticos y evitar toxic_! 

dad, ya que, en la mayoríd de los casos, el CAP se admin1stra conjunt~ 

mente con otros fármacos, especialmente en pacientes pedi.-ítncos. En 

adultos, concentraciones plasmáticas mayores de 50 ug/ml • 1 así como 

tratamientos prolongados, prm,ocdn supresión medular¡ en prematuros y 

neonatos, concentraciones ari iba de 25 ug/ml., se han correl.:icionado 

con intoxicaciones fatales, como en el caso del "Síndrome Gris'1
• 

los estudios farmacoc1nét1cos del cloranfenicol señalan que 

la terapia con éste fármaco debe ind1\'ldual1zdrse, para lo cual se r! 

quiere contar con un método analítico que sea conf1al.Jlc y específ11.;o 

para poder cuantificar éste fármaco en fluí dos biológicos. Los métodos 

empleados para el análisis de éste f.írmaco indic11n que el método por 

HPLC es el método de elección. 

Dado que en el 0.1.f. no se contabd con un método conf1dblc 

para el moni toreo rutinano de conccntrJc1ones pJasmátiCJ5 así como 

para estudios f.armacoc1nét1cos del mismo, se rr.il11ó el presente trahi! 

jo, cuyo objet t vo fué e 1 de desdrro l 1 ar ~ \a 11 d.1r un método por Cromat~ 

grafía de Líquidos de Altd Resolución pard cuant1f1car clorc1nfen1col en 

plasma de pacientes tratados con otros fdrm.1cos, ut1liz<lndo par.1 ello 

una columna de fase inversa y detección en Ja región ultr.w1oletd. 



CAPITULO 11 

GENERALIDADES 

1.- Definición y clasificación de los antibióticos. 

Uno de los acontec1m1entos mas trascendentales de los halla_! 

gos científicos lo constituye, sin duda alguna, el descubr1m1enlo de 

los anlibiót1cos. 

Et1mológicamcnte. la palabra ant1b1ót1co s1gn1f1ca destruir 

la v1da, y de acuerdo a ésa def1n1ción, cualquier agente físico, quÍm_! 

co o mecánico podría ser un ant1b1ót1co, sin embargo, el concepto de 

que las sustancias producidas por un microorgan1smo vivo pueden matar 

a otro (ant1b10s1s), es casi tan antiguo como la misma c1enc1a m1crob1E 

lógica, más aún, la aplicación de la ter,1péut1ca ant1b1ótica 1 sin saber 

que era tal, es mucho mas antigua, ya que los chinos conocían hace poco 

más de 2,500 años las propiedades terapéuticas de la cáscara enmohecida 

de la soya, la cual aplicaban a infecciones como antibiótico. 

Los antibióticos, según Waksman ( l), son sustancias derivadas 

de microorganismos que tienen la capacidad de dcstru1 r bacterias u 

otros microorganismos, o bien de inhibir su desarrollo, a bajas canee!_! 

traciones. 

Según Velázquez (2), los antibióticos son sustancias químicas 

producidas por bacterias, hongos, vegetales, o bien, logradas por sínt~ 

sis, que influyen en el crec1m1ento y desarrollo de otras bacterias, 

protozoos, hongos y vi rus patógenos. 

En forma general, los c1nt1b1ót1cos son sustancias químicas 

producidas por diferentes especies de m1croorga01smos que 5upr1mcn a su 

vez el crcc1m1ento de otros m1croorgan1smos y eventualmente pueden de~ 

tru1rlos. 

En la actualidad, el número de antibióticos tdent1 ficados 

llega a varios cientos¡ éstos ant1b1Ót1cos d1f1eren entre sí por sus 

propiedades físicas, químicas, farmacológ1c,1s, espectros ant1bdcter1~ 



nos y mecanismos de acción. La mayoría se ha identificado y algunos de 

ellos se han sintetllado. 

Todos los ant1b1ót1cos clínicamente úttlcs, tienen selectiv.! 

dad tóxica hacia las bacterias, la Índole ) el grJdo de ésta select1vl 

dad determina s1 un antibiótico es esencialmente atáxico para las cél.!:!, 

las humanas o s1 es potencialmente tó:uco para ciertos tejidos, como en 

el caso de las polim1xinas. La toxicidad el ín1ca de los ant1b1óticos se 

comprende mejor conoc1cndo sus mecanismos de acción a nivel molecular, 

ya que el espectro de act1v1dad de un ant1biót1co está determinado por 

la naturaleza de su acción sobre los procesos b1oquím1cos del microorg~ 

n1smo. 

Para clasificar y agrupar a los antib1ót1cos se han ut1l1zado 

diferentes métodos, pero lodos ellos llenen excepciones y superpos1c1~ 

nes. 

El método general es el que toma en cuenta la extensión del 

espectro ant1bacteriano, d1v1d1éndolo en dos qrandes grupos: Ant1b1Ót..!, 

cos de amplio espectro y ant1b1ót1cos de espectro estrecho. 

Otra forma general de clasif1cac1ón es la que considera la 

forma en que los ant1b1ót1cos ejercen su acción mediante alguno de los 

siguientes mecanismos: 

1.- lnterferenc1a con el func1onam1ento de 1.1 membrana cit~ 

plasmática. 

2.- lnhib1c1ón de la pared celular. 

3.- lnhib1c1ón de la síntesis de proteínas. 

4.- lnh1b1ción de l..i dupl1cac1ón del DUA. 

Finalmente, hay un método m.1s cspecí f1co 1 basddo en la estruE. 

tura química y el mec.rn1smo de acción, el cual los clas 1f icd y agrupa 

de lrt s1gu1ente forma: 

1. - Ant ib1ót 1 cos que 1 nt11ben ó ..icl 1 van cn1 imas que rompen las 

paredes bacterianas, causdndo pérúHld de la v1al11l 1dad y a ml'nudo la 

lists celular¡ entre ellos estdn las pen1c1l1nas r las cefalospor1nas. 

2.- Ant1b1ót1cos que actúan d1rt!ctamentc ~obre la membrana c! 

lular, afectando la permcab1l1dad de la mcmbran.1 produciendo flllrac1ón 



de.compuestos intracelulares¡ entre ellos se encuentran las pollmix1nas 

y agentes antifúngicos de ntstat1na y anfotericrna B. que se unen a los 

esteroles de la pared celular. 

3.- Antibióticos que afectan la función de los ribosomas 

bacterianos, causando inhib1c1ón revers1ble de la síntesis de protei 

nas; éstos bacteriostáticos incluyen al cloranfenicol, las tetrac.!_ 

clinas, la eritromic1na y la 11ncom1c1na. 

4.- Anttb1Óticos que se unen a la unidad rtbosomaJ JO 5 y ca.!! 

san acumulación de complejos iniciales de Ja síntesis de proteínas, leE, 

tura errónea del RtlAm y produce ión de pol 1péptidos anormales¡ éstos pe.!:, 

tenecen al grupo de los aminoglucós1dos, que son bactericidas. 

5.- Ant1b1ót1cos que afectan el metaboltsmo del ácido nuclel_ 

co, como la rifamp1cina, que inhibe la RtlA-pol1merasa dependiente del 

DUA. 

6. - Antimetaboli tos, incluyendo el trimetopr im y las sul fon~ 

midas, que bloquean pasos metabóhcos específicos, esenciales para el 

microorganismo. 

Con el tiempo, al dilucidarse mecanismos más complejos, surgl 

rán categorías adicionales, sin embargo, en la actualidad, el mecanismo 

de acción de muchos antibióticos es desconocido. 

2. - ORIGEN E HISTORIA DEL CLORANFENICOL. 

El cloranfcnicol es un ant1biót1co producido por Streptomvces 

vcnezuelae. Este microorganismo fué aislado en 1947, por Burkholder, de 

una muestra de suelo tomada en Venr.1uela. 

Posteriormente se aisló una sustancia cristalina a la que se 

llamó Cloromicetina ( J). Al determinar la fórmula estructural de éste 

material cristal!no, el dnt1b1ótico se preparó sintéticamente (4-7}, 

siendo en la actualidad uno de los pocos ant1b1Ól1cos preparados s1nt!, 

t icamente. 



Durante éste mismo tiempo se hicieron estudios en animales y 

humanos (S). A fines de 1947, una pequeña cantidad d1spon1ble (9), se 

usó en un brote de tifus epidémico, con resultados notables. Después se 

apl1có con gran éx1to en casos de tifus de los matorrales en la Peníns~ 

la de Malasia. 

En 1945, el cloranfenicol se producía en cantidades suficien

tes para el uso clínico en general; al r.usmo tiempo, se comprobaba su 

utilidad en el tratamiento de diversas infecciones. 

En 1955 se tuvo evidencia de que el fármaco podía causar' alt!_ 

raciones sanguíneas muy severas y hasta fatales ( 10). 

Sin embarqo, dos eventos de la década de los '70s han aumenl_!! 

do el uso del cloranfen1col; la aparición de cepas de Haemophllus influ 

~ amp1cil1na resistentes (11-13), y el mayor conocimiento de las 

bacterias anaerobias, especialmente deª• frag1lis, como patógenos i~ 

portantes. 

La estructura química del cloranferiicol es la siguiente: 

HO - CH 

CH - NH 

CH
2

- OH 

E.sta estructura contiene dos 

gar a cuatro isómeros, de los cuales, 

o 
C - CHC1

2 

carbonos asimétricos, da neto l~ 

el único activo como ant1b1ót1co 

es la forma 0( - ) - treo-2-c 1 oro-acetamido-p-ru trof Pm 1 -1, J-prop.mod 101. 



3. - PROPIEDADES FISICOQUIHlCAS. 

Descripc1ón del cloranfenicol biológicamente activo. 

tlOMBRE QUIMICO. 

a.- D( -) - treo -2, 2-d1cloro-N-( beta-hidroxi-alf a( hidroxi-metil) -p-ni tro 

fenil )-acetam1da. 

b. - D-treo-N-dicloroacet il-1-p-ni trofcni 1-2-amino-l ,J-propanodiol. 

e. - D-treo-11-( 1 1 l 1 -d1h1droxi-l-p-ni trof en il isopropd) -dicloroacetamida. 

NOMBRE ( S) COMERC !Al (ES) . 

Amsamicetin, Amseclor, Atafenicol, 81ogramin 1 Cetina, Chlor~ 

mycetin, Chloroptic, Cloramtetra, Cloranf en1ofteno, Cloramsulf a, C lora!!_ 

fenico! Merck, Cloromisan, Cof armictn, Cofurpek, Cortimic in ,Del taopt 1 l, 

Diarman, Epitezol, Estcranabol, Estcrofenil, Fibrase, Flufcnicol, Flu..Q_ 

robioptal, furomicetil, Cranod1l C, Levoclor, Mednxon, Neo - Dexoc!in, 

Nicopirina, Ofta-cloran, Otalgan, Otochn, Otogramin, Parax1n C, Plasf!:. 

nicol, Quemicet1na, Trechop, Tr1urol, Ultralan oftálm1co, \\estenicol. 

PESO MOLECUL,\íl: 323.14 g/moJ. 

DESCRIPCIOll: Agujas o placas delgadas, cristalizadas de agua 

o dicloruro de et Heno. 

PUIHO DE FUSIOll: 150.5 - 151.5•C, sublima al vacío. 

IllDICE DE ROTACIOll: (o<. >ii7 
• 16.6• (en etanol). 

25.5• (acetato de etilo). 

LOt/GlTUD DE OllDA, IMXHM ,\BSOílCIOll: 278 nm. (U.V). 

6 



SOLUBILIDAD. 

En agua, 2.5 mg/ml., a 25•C.; 150.5 mg/ml., en prop1lenglicol 

a 25•C. 

Muy soluble en metano!, etanol. butano!, acetato de etilo, y 

acetona. 

Soluble en un 5% en solución de acetam1da al 50'\. 

Poco soluble en éter. 

Insoluble en benceno, éter de petróleo y aceites vegetales. 

ESTABILIDAD. 

Las soluciones ácidas y neutras son estables tanto a temper.!!. 

tura ambiente como al calentamu·nto. 

A pH 10 se degrada produciendo compuestos inactivos b1ológic.!!. 

mente. 



PALMITA TO DE CLORAlffEtHCOL (PALMITA TO D[ CLOROMICET !UA). 

PESO MOLECULAR: 56J.54 g./mol. 

DESCRIPCIOtt: Cristales color amarillo, cristalizados de benc~ 

no, prácticamente insípidos, 

Preparado a partir de cloruro de palm1t1l y clo

ranfenicol base en p1ridina. 

PUtlTO DE FUS!Otl: 90•C. 

IUD!CE DE ROTACIOll: + 24.6º {en etanol). 

LOtlGJTUD DE OtlDA, MAXIMA ABSORC!Otl: 271 nm. (U.V.). 

SOLUBILIDAD. 

Poco soluble en agua y éter de petróleo. 

Huy poco soluble en metano!, etanol, cloroformo y benceno. 

FORMULA DESARROLLADA: 

o 



4.- fARKACOCillETICA OEL CLORAllFENICOL. 

4.1.- ABSORCION. 

El cloranfen1col, adm1n1strado por vía oral, se .:ibsorbe ráp.! 

da y completamente en la porción alta del tracto intestJ nal, especia! 

mente en el yeyuno, aJcdnlando nJ\eles plasmáticos s1gn1f1cat1vos a los 

30 minutos después de su adm1n1strJc1ón. o~spués de l o 2 horas, se a_!. 

canzan concentrac1ones terapéuticas de 3-4 ug/m1., las cuales pueden 

permanecer en el plasma después de S horas, para desaparecer en un 

periodo de 10 a 15 tiaras. 

El hecho de que el clorclnfen1col se Jb5orba en la porción 

alta del Intestino delgado y no llegue al Intestino grueso, t1cne la 

ventaja de no producir tran!itornos de superinfccc1ón por alteración de 

la flora bacteriana a éste nl\el. 

En adm1n1strac1ón parenteral, el succrnato de cloranfentcol 

es mejor absorbido, ya que es más soluble; conviene señalar que al adm.!. 

n1strar el succ1nato por da intravenosa, la actividad no se presenta 

inmediatamente, ya que debe ser hidrolJLddo par..i 1Jberar el cloranfen.! 

col activa. 

La absorción rectal, aunque variable, es buencJ para el clora!! 

fenico!, único antib1óttco prácticamente utd1zodo por ésta vía. 

4.2. - DISTRIBUCIOll. 

El cloranfen1col se une a las proteínas plasmdticas y cuando 

la concentrac1ón de éste fármaco dkdn1.a su ... alar máximo, apro·umad!! 

mente el 50 ó 60% está unido a alb(1mina, s1cr1do éstd uruón reversible. 

Por su bajo peso molecular se difunde rdµ1damente, d1strib.!:_1 

yéndose pe r todos los órganos; concentrdndose de mdnPro especial e11 el 

tejido 11nfáuco, Jo que le hace espcc1almer1te eficu en las infeccio 

nes con grdn part1c1pdc1ón de éste, como por ejemplo en la s.:ilmonclos1s 

{fiebre t1fo1dea}. 

9 



Se distribuye con facilidad en los líquidos corporales, alcJn 

za concentraciones terapéuticas en el líquido cefalorraquídeo en donde 

tiende a acumularse, principalmente en el tejido encefálico (15), puede 

pasar a la bilis y a la leche, también atraviesa la barrera placentaria 

y pericardio. Después de una inyección por \'Íd subconjunt1\al ( 16-17), 

puede llegar al humor acuoso y vítr·eo del ojo. 

4.3.- ICTABOLISHO Y EXCRECION. 

El cloranfentcol se metabol1za en mas de un 901 en el hígado, 

mediante la glucuroni l transferasa, formando un conjugado con e 1 ácido 

glucurónico, eliminándose en ésta forma por la orina. Esta rápida el1m_l_ 

nación hace necesaria su admin1strac1ón cada 6 horas para mantener niv!: 

les terapéuticos útiles ( 18). 

Es importante señalar que en los niños recién nacidos, esp.!:. 

cialmente en los prematuros, sus enzimas conjugan def1cicntemente el 

cloranfenicol, lo cual aumenta los niveles del ant1b1Ótico, con incr_q 

mento en la toxicidad de éste, que puede llegar a ser grave ( 14). 

Además de la conjugación (a}, una pequeña parte se mctaboliza 

por el efecto de una nltrorreductasa (b), que lo reduce a un c001puesto 

aminado en vez de un compuesto nitrado, y un tercer compuesto se forma 

como un producto de hidrólisis (e), como se muestra en la Figura l. 

De un S a un 10 % es eltminado en forma inalterada, la forma 

inactiva conjugada es eliminada por secreción tubular, mientras que la 

forma activa lo hace fundamentalmente por filtración glomerular. 

A pesar de que la proporción de cloranfer11col el imin.:i.do en 

forma inalterada ts pequeña, el riñón tiene ciert<l capacidad de caneen 

trar el fármaco, ello hace que la concentración alcanz.:lda sea terapéut¿_ 

camente efectiva en el tratamiento de infecciones urinarias. 

El cloranfcnicol conjugado, antes de ser eliminado por la 

orina, se concentra en la b1l1s, produciéndose rccirculac1ón entcrohe 

pática, sin embargo, ésta forma conjugada es farmacolóq1camente lnaE_ 

t1va, por lo que no resulta efcct1vr1 en el tratamiento de infecciones 

10 



btlidres. 

Se ha encontrado correldctón entre la v1da media (2.7 ~ 0.8 

hrs.) y la concentración plasmática de hdirrubind {19). la vida meci1a 

del fármaco aumenta 11gcramcnte en caso de tnsuf1c1encid renal (3-4 

horas)¡ en pac1cntes anúricos, los metaboJ t tos conjugados se acumulan, 

dando por rcsul tado una v1da media de 75 d 150 horas, stn embargo, no 

se sabe s1 éstos metabol1tos contribuyen a la toxic1ddd. 

Eri enfermos hepáticos, l<l d1sm1nuc1ón de la glucuronoconjuga

ción dá lugar a la acumulac1ón plasmática del cloranfcnicol activo con 

evidente peligro de tox1c1dad. 

FIGURA l 

_G_L_u_cu~¡-0N_c~-l-º1_1J_u_GA_c_ro_1_1 -· oz11 -0-

0 (B) 

NITRORREDUCC!ON 

' 
HO - 7H ?. 

CH - NH - C - CHCl2 

HIDROLISIS O 11-0\ -'-~~~~~~-· 2 
(C) 

CH - ~H - CH2 -

00 NH 
JÓ 

OH 

C - CHCJ 2 
" o 

7H - 7H - CH20H 

OH ~H 

\¡ - CHCJ 2 
o 

7H - ~H - CH20H 

OH NH
2 

+ CJ 2 - CH2 - COOH 
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4.4.- ACC!otl FARHACOLOGICA. 

Desde el punto de vista terapéut1co 1 el cloranfen1col, conju_!! 

tamente con las tet racicl t nas representan los antib1ót1cos de mayor 

espectro ant1bactcr1ano. Su acción es de tipo bacter1ost.it1ca, salvo en 

determinadas especies bacterianas sobre las que puede actuar como bact~ 

ricida. 

Su espectro ant1bactcriano abarca bacterias grampos1tivas y 

gramnegativas, espiroquetas, actynom1ces y ncketts1as 1 sólo son inse!.! 

sibles los bacilos alcohol ácido resistentes, hongos, pseudomonas y V.!_ 

rus. 

Dentro de las especies bacterianas grampos1t1vas que son se!.! 

sibles al cloranfenicol, se encuentran: D1plococcus pneumon1ae (neum_g_ 

coco)¡ Staphylococcus ~ (estafilococo dorado); Streptococcus ~ 

nes (estreptococo beta hcmol í tico); Strcptococcus f ccal t s ( enterococo) 

y Bacillus ~ (carbunco). 

Las especies bacterianas gramnegat1vas sensibles son: Aero 

bacter aerogenes (infecciones urinarias); Escherich1 a E2l!. (colibacilo)¡ 

Haemophilus influenzae (lJ,21-22); l\lcbs1ella pneumontae; género Pasteu 

rella; Proteus mirabil1s; Brucel<1s¡ Bordetella pcrtusis (tosfenna); 

Vibrio comma (cólera); género lletsseria (gonococo y mentngococo); 

Shigella, y de forma muy especial, que constituye la base fundamental

de la aplicación terapéutica del cloranfenicol, el género Salmonel la, 

Salmonella tvph1 (Bacllo de Ebert) y Salmonella paratvphi. 

Las espiroquetas sensibles pertenecen a la especie Dorrelia 

recurrent1s (fiebre recurrente). 

Los hongos sensibles d1 dnt1b1ótico pertenecen al género 

1\ctvnomiccs, con la especie Actynom1ccs 1srael i 1 (Jct1nomicos1s) 

Mycoplasma pneumon1ae. 

4.5.- HECAlllSMO DE ACC!otl. 

El cloranfentcol 1nh1he la síntesis de proteínas en las bacte 
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rlds, y en menor grado, rn lds células eucariÓtJcas. 

La sintesJs de proteÍnds ocurre en dos fases; en Id primera, 

ld 1nformac1ón que determina 111 espec1 f1c1ddd de una proteÍnd es "tran~ 

cr1ta" a partir del mater1dl genético dt• Id bacter1d d moléculas más 

pequeñas de RUAm. [n 1d segunda f dSe, la 1 nformdCl án "transcrita" es 

"traducida" en i., sccuencta específica requerida. 

f.l cloranfen1col dCtÚd d dJ ferentes n1\'eles en éste proce.:.o 

de síntesis. 

Despué5 de hdber 1n9er1do el medH'amt·nto. C'l f,)rm.1co se di~ 

tribuye princ1pd!mente en lds célu!Js b..icleriands f.lc1lmcnte, prub~ 

blcmenlc por un proceso de difu~1ón facJl1t<1dd, llega a los s1t1os 

donde se lleva a cabo la síntesis dt: proteínas y es ahí donde dCtÚ.J en 

uno o VdrIOs de los s1gu1entes pasos drd proceso de síntesis prote1cd: 

l.- Bloqueando Ja formdcIÓn de uniones pept Íd1c.1s entrr los 

<:tm1noác1dos del RtlAt los péptHlo~ del pept1dJ1-RllAt, 1mp1d1endo el 

crec1m1ento de los pPr1t1do!> sobre lu fracción r1bosóm1ca SOS, J 1gdmJ~ 

se a ella en forma re\ers1bJe y de ésta forma se detiene el t1l<.1rqam1e!.: 

to de las cadenas peptíd1c.Js ¡Jdr,J Jd formación dC:' proleín11s b.1ctcrianas 

produciéndose cadenas de pépt1dos incompletas, que c<1rccen de ld act1v¿_ 

dad espccír1ca que requiere ]d b.:icter1a pard su crec1m1ento. 

2.- Por 1nh1b1c1ón de Jd síntesis protc1cd di bloquear L1 

un1ón del HU.>\m aJ ribo5om.i, ésto por dnaloyÍd de ld conftc¡uración 

eslér1ca entre el cloranfen1col ~ el dc1do uridÍJ 1co. en lo!> cuJles se 

supone una compctc:ncJd por los s1llos de unión del IHl•\m <11 rthosomd. E.;! 

to dá lugar a Ja <lcumuldctón d,.I HfHm f'•• <·I prolop!dSmd de Id bacteria 

al no poder unirSt' d Jos r1l.Jo!>omds, produc1é11dost und cort1f1cac1ón 

anárquica para Id síntesis dt~ µrut<'jn.is por !<1 fdltd ele pttrllCipdCIÓn 

del Rl/Am. 

3.- Olro pn51blt: Jl.l!>O Pll !'! qrw .wtÚ<J el clur.J11fen1r.0J es 1n

h11J1e11do la un1ón del complejo <1m111u.w1 l-Hfl•\t di r11Josom.i, é!>lo 1mp1de 

que el extremo que contiene dm1no..ie1dos df'J .1m1no .. 1c1 J-Hll,\t ~·· l 19ue a 

uno de sus sJt1us dP u111ón dl r1bos0ílld. Se hr1 su91·r1do que id fjrmaco 

puede un1rst• cspecÍfJcdmenlP dJ s1t10 rc·eeptor (s1l10 1111cJ.il Je un11j11 

lJ 



del am1nodc1l-Rt1At) (231, o bien al s1t10 donddor (pept1d1!), que es el 

s1t10 de unión crítico para Jd formación de ld cadena peptíd1ca dur.inte 

eJ p.1so de trdnslocac1ón (24), pudiendo actuar como un an.l!ogo de un d_!. 

péptido para la enzima. 

En célulds de mamíferos (2~), el cloranfentcol también puede 

inhibtr la síntesis de proteínas en m1toconrtrlds, quibi porr¡ue los ribo 

somas de m1tocondrtas se parecen m.is a los ribosomas baclertdnos (a!!!_ 

bos con 70 S), qup. a los r1bosomas c1topl.ismdt1cos (80 S), ele las cél:! 

las de los mamíferos, siendo las células cr1tropoyét1cas en particular, 

lds más sensibles al fármaco (26 - 27). 

La diferencia del efecto del cloranferucol en la5 b.lctertds y 

las células de los mamíferos, pudiera 5er c""11I1cada en 11arte, por lt1 m~ 

vilizac1ón del RtlAm. [n las hacterias 1 dicha mov1l1zac1ón es mucho más 

rápida que en la mayoría de lds células de los mamíferos, 

guiente, las bacterias son más succpttbles al cloranfcntcol. 

por cons.!. 

En las célul.Js sangujncas de animales superiores y en csr~ 

cial los ret1culocitos maduros, la mov1l1zac1Ón del RllAm es muy discr~ 

td 1 por lo que no son muy sensibles a la acción del cloranfenicol, en 

cambio los reticulocltos m,ls jÓ\enes, cuya movt111ac1ón es más activa, 

son muy sensibles. 

Actualmente, a pesar de las 1nvcst1gac1ones acercd de Jos m~ 

canismos de acción de los .rnt1b1óticos, aún no se comprenden bien los 

mecanismos básicos de los efectos tóxicos del mismo. 

4.6.- íl[SISTEllCIA AL CLORAllFEIHCOL. 

Algun.:is especies bacterianas, con excepción de las rickctts!_ 

as, pueden hacerse resistentes .11 cloranfcn1col "1n v1tro", por cultivo 

seriado, en conccntrdctoncs crecientes del f,irmaco. 

Ld rcs1stc>nc1.1 de los microorq,m1smos qr<1mposill\OS y qram11~ 

gat1vo5 al cJor.mfen1col "1n vivo" es un pro!Jlcm<1 de• crcc1rnte 1mporli1!!_ 

c1a clírllC<J (?h}. [n l.is hactcri.1s qramm~qi1t1v<1s, dicha res1stcnc1.J se 

dehe d la prcsenc1.i de un f.:1clor es11ecíf1co cJe rcs1stenc1.J (lf), que es 
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und acetl1transfera.sa (29), que inactiva al fármaco y utiliza acetil

coenz1ma A como donador del grupo acetllo (JO}. Se han caracterizado 

por lo menas tres tipos. de enzimas. ( Jl) que lo ifüictivan y éstos der_!. 

vados acett1ados del cJoranfen1col no se unen d los ribosomus bact_! 

rtanos ( J2-l3). 

4.7.- TOXICIDAD. 

El cloranfen1col e:::. un dt1l1h1ÓUco con una gran toll.1c1dad P.2 

tencia!, la cual puede considerarse en los su]uJcnles dspectos: 

Transtornos hcmat0Jóg1cos.- Constituyen Ja mdn1fcstac1ón tÓ\.! 

ca más grave, lcl frecuenCld de é5tas man1 festactones, según las cstadÍ..:! 

ticas (38), es variable y elevada. [n la prescntdc1ón de éstos. altcr2_ 

ciones, que aparecen en formd 1mprev1s1blc, parecen tener más ímpor. -

tancia el efecto de las dosis n·pet1das, al i9ual que la repetición de 

ciclos de tratamiento {aunque sean cortos en duracJÓn), que las dosis 

únicas concentradas ( )9 J. 

Estas alter.1c1oncs en ld hcmatopo~'eSl s { JO,!+O), se deben d la 

supresión en Ja función de la méduld ósea (41-42}, ron 111!:. s1gu1entes 

man t festac1ones: 

a.- lromboc1topcn10 {43), con man1festac1011es hcmorrá:g1c,Js. 

b.- Cranuloc1topen1a. que aumentd L:1 sucept1bll1dad del ind..!_ 

v1duo d las infecctones (44), con 1ncr~mento de 1.1 JnC!_ 

denc1a de proce5os infecciosos Joculc5 y gcnerdlcs, con 

f u~l>re y apdric 1611 de rt·s 1 stenc1 .:l d los qu 1m1oter/ip1 cos 

y ant1b1Óllcos. 

c.- Anem1d dpJ.ht1Cd.- fs J.1 ~ornpJ1cac1ón hrmatolóq1ca más 

grave, con dplas1t1 mcduJar (4~), tromhoc1topt•n1a, leuc_!! 

pen1a y anemJtl (p,111cJtopen10), d(~ e\0Jur1ón cos1 siempre 

mortal. 

[n éste caso los n·t1culocJtos p1t•rdpn su capdc1d.1d para 

incorpordr hierro, probablemente poi- l.i .1cc1úr1 1nh1b1tlor.1 deJ r-loranf~ 

n1col sobre Jd slntes1s de protcín.1s m1tocondril"l1Ps. d,lfldo como rcsuJL!-1 
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do una reducción en ld captación del hierro por los normoblastos y en 

gran med1c1a, la incorporac1ón de éste .11 heme (46). El cuadro incluye 

ret1culoc1topen1a, d1smrnuc1Ón de la hemoqlobina, aumento en la forma

ción de er1troc1tos inmaduros, precursores de granuloc1tos, normoc1Los 

con desplaLam1enlo de formas tnmJdur.Js de en troc1 to5. 

La panc1topen1a se ha producido en mel11zos 1dént1cos, lo que 

sugiere una pred1spos1c1ón genética (48). 

la tox1c1dad fatal del cloranfenicol puede aparecer en Jos 

neonatos, especialmente en niños prematuros cuando se exponen a dosis 

excesivas del r.lrmaco. [J ant1b1ótJco se acumula en la sangre de éstos 

niños )' alcanza concentraciones altas al cuarto día de tratamiento (49) 

dando como consecuencia lo que se conoce como ºSíndrome Gns" del 

recién nacido (50-52). 

Los mecanismos ap.1rentcmcnte responsables de éste efecto tó:.;¿_ 

co en los neonatos son: 

l. - Una biotrdnsformac1ón hepática disminuída. En éstos nulos 

la glucuroniltransferasa se encuentro escasa debido a que 

la inmadurez hepática es característica de las primeras 

semanas de vida. 

2.- Una eliminación renal de la formd activa, 1nsuf1c1cnte, 

dando por resultado una acumulación del f,lrmaco activo. 

Todos los bebés tratados con éste antibiótico deben vigilarse 

cuidadosamente durante el tratamiento, debiendo ser éste suspendido al 

primer signo de tox1c1dad. 

En los adultos, .iunque la veloc1di1d de conjug.1c1ón del clara!!_ 

fen1col puede verse dism1nuíUa t!n pacientes con 1nsuf1c1enc1.t hepática, 

el metabolismo gcnerdl del fármc1co en presencia de una enfermer1c1d hcp~ 

t1ca produce, frecuentempntc, depresión de 1d ert tropoycs1s, 1d cual C!J 

mds intensi.! cuando hay ascJt1s e 1cteric1a (SJ). 

[ 1 nesgo dC' .incml.J .ipJ.ísttccJ 110 contra1nd1ca el uso del clo 

ranfen1col, sin emharr¡o, justtf1c..i que el f.irm.u;o 110 deber,'1 11tt11ldrsc 

en cnfcrmedc1dcs que pueden ser lr,1l<1d.is con m:1s fac1l1d,1CJ, 1nocu1d.id 

cfcct1v1d.1d us.indo otros .iqcntes .int1m1croh1.111os { 10, 40, 47}. 
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4.8.- EFECTOS lt{)ESEABLES. 

Cuando se administra por vía oral, se pueden presentar 

náuseas, vómitos, sabor desagradable, diarrea e irritación perineal. 

También pueden presentarse reacciones de h1persensib1l1dad 1 

aunque son poco frecuentes, siendo las erupciones cutáneas maculares ó 

vesiculares consecucnc1a de dicha h1persens1b1l1dad. Simultáneamente, 

podrá aparecer fiebre o ser la única man1festac1ón. 

lntre otros efectos tóxicos, raros, producidos por éste ant_! 

b1Ótico, figuran: v1s1ón borrosa y parestesia d1g1tal, neuritis óptica 

en el 5% de Los casos de niños con mucov1sc1dos1s; hay también pérdida 

simétrica de células ganglionares de la retina y atrofia de las fibras 

del nervio óptico (~4). 

4.9.- ltlTERACCIOUES COU OTROS FARMACOS. 

E.l cloranfen1col puede 1nh1b1r las enzimas m1crosomales hepá

ticas {55), prolongando así, la vida media de los fármacos que son met2_ 

balizados por éste sistema y que incluyen al dtcumarol, fenitoina (56), 

clorpropam1da y tolbutam1da ( 57). 

Otros fármacos, como el fenobarb1tal, pueden alterar la eltm_! 

nación del cloranfen1col, d1sm1nuyendo la vida media de éste antib1ót..!_ 

ca, presumiblemente por inducción cnz1mát1ca {58). 

Los d1urét1cos aumentan la c11.crcc1ón urinaria del cloranfen_!. 

col (59). 

4.10.- IUOICACIOUES Y USOS TlRAPEUTICOS. 

A pesar de que el cloranfcn1col presenta un ampl 10 espectro 

ant1bacteriano, su potcnc1al to.\.1C1dad hematológ1ca, que aunque poco 

frecuente, es grave, hace que las 1nd1cac1oncs tcrapé11t1cds deban l im_!. 

tarse dl máximo, s1gu1endo éstds normds: 

l. - Uo se usdrá en forma ind1 scrim1nad.1 en todo tipo de 
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infecciones, ni como profiláctico. 

2.- Estará indicado Únicamente en aquellos casos infecciosos 

cuyos gérmenes no sean sensibles a otros antibióticos. 

3.- La duración del tratamiento con éste antibiótico debe ser 

la mínima necesaria para producir la curación, evitando 

en lo posible, los ciclos repetidos. 

4.- Todos los enfermos tratados con cloranfenicol deben ser 

sometidos a frecuentes análisis sanguíneos ,suspendiéndose 

su administración al primer ind1c10 de alteración en las 

células sanguíneas, especialmente leucopenia. 

En base a lo mencionado, el tratamiento con cloranfenicol 

deberá limitarse a aquellas infecciones en las que los beneficios son 

mayores que los riesgos de su toxicidad (60), 

En cuanto a las enfermedades 1 el cloranfenicol se ha util lZi!_ 

do principalmente en el tratamiento de la fiebre tifoidea. Combinado 

con penicilina, se recomienda para el tratamiento de abscesos cerebr!!. 

les; también se usa en el tratamiento del tifus epidémico murino, la 

fiebre de los matorrales, la fiebre recrudescente, la fiebre maculosa 

de las Montañas Rocosas y la Fiebre Q; en casos de pielonefritis aguda 

que no responde a otros agentes, así como en casos de Orucelosis y 

casos especiales, como psitacosis e infecciones causadas por Mycoplasma 

pneumon iae. 

4 .11. - CONTRAINDICACIONES. 

El cloranfenicol está contraindicado, o bien deberá ser adm_! 

nistrado con vigilancia y control en los enfermos con 1nsuíic1encia 

renal (6l-b2), en pacientes con insuficiencia hepática y en los niños 

prematuros. 

Por ser un ant1b1ót1co bactcr1ostático, se debe de evitar su 

asociación con antibióticos bactcrtc1das. 
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En base a lo mencionado antertormenle 1 se puede observar que 

el cloranfemcol es uno de los dnt1biót1cos que por su mecanismo de 

acción causa alteraciones sdnguíneas dl ser usado continuamente o por 

períodos prolongados, tanto en adultos con a lterac i enes tlepát icas, como 

en niños, siendo éstos úll1mo~ (principalmente recién nacidos y prem2 

turas} donde las consecuencias pueden st•r fatales si no se utillza un 

control adecuado; lo mismo en escolares, en quienes la fiebre t1fo1dea 

es una de las enfermedades frecuentes, tanto en el medio rural como en 

el medio urbano, y el cloranfentcol es el dntlb1ót1co a aplicar. 

Por lo tanto, es de importancia cuant1f1car éste fármaco en 

fluidos b1ológ1cos en forma precisa ) exacta con el ftn de evttar cons.!: 

cuenc1as indeseables y hasta fatales. 

5. - H[lOIJOS ANALI T JCOS. 

).1.- En lo que respecta a los métodos díldlÍtlcos para cuantj_ 

ficación del cloranfen1col, se> han desarrollado diferentes métodos, en 

tre los cuales se encuentran: 

5.1.l.- Métodos M1crob1ológ1cos (63-64). 

5.1.2.- Métodos Enzimáticos (6)-67). 

5.1.3.- Métodos Colorimétr1cos {GS-72). 

5.1.4.- Métodos f luoromélncos (73). 

5.l.5.- Métodos Pol.Jroqr,'if1Lo5 (74}. 

5.1.6.- Métodos poi· Cromdloqrafí.:i de GJ5C'5 {7~-79), 

5.1.7.- Métodos por Crom.Hoqr<JfÍd de Líquidos de Alld ltesolu

c1ón (50-':':t). 

Los m1~todos pdra cudnt1 ficar cJor.i11fcn1col ld11to en mJlcria 

primd como c•n form.Js farmacéut1c<.1s, son variatlu~. ~JH cmhdrqu, el anál_!. 
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sis de éste en fluidos biológ1cos (s.1ngre total, suero, plasmJ, líquido 

cefalorraquídeo). donde las concentraciones generJlmente son bdjcls (del 

orden de microgramos o nanogramos), se presenta el problema de que los 

métodos reportados no son lo suficientemente sensibles, lo cual se pu~ 

de deber a los siguientes factores: 

a.- Presencia de compuestos endógenos que pueden 1ntcrfer1r 

con eJ método. 

b.- Una baja concentración del fármaco al utilizar pequeños 

volúmenes de muestra, que en el caso de los recién naci

dos y bebés no puede ser mayor de O. 5 ml. de sangre. 

c.- El tratamiento de 11mp1eza que se dé a la muestra. con cJ 

cual se puede perder un porcentaje, a veces significati

vo del fármaco. 

d.- La presencia de otros fármacos que se adm1nistren conjun

tamente durante el tratamiento. 

Dado que se requería contar con un método que fuera específ1-

co y a la vez sensible, se eligió la Cromatografía de Líquidos de 1\lta 

Resolución (C.L.A.R.), ya que mediante eJla es posible desarrollar sa

tisfactoriamente un método con las característ1cas requeridas por nues

tro laboratorio. 

5.2.- CROMATOGllAFIA LIQUIDA DE ALTA l!ESOLUCIOI/, 

El Lérmrno 11 CromaLografíc1 en Fase Liqutda" s1gn1fic.J, en su 

definición trivial, la separación de mezclas de sustancias con IíquJdos 

pero en el fondo, caracteriza de forma muy acertada, al conjunto dC' 

mccdntsmos scp<Jradorcs de todos los métodos que se basan en el mismo 

fundamento f í s 1 co y quedJn descr 1 los completamente por una sol a lr-or í a, 

Dentro de tdles métodos quedan los de Cromalografí.1 en P.1pcl, 

Ml•todos de CromotografÍ<1 en C<1p<1 F rna, Cromatogr.1fíri de l11terc.1mh10 

lón1co, Cromitloqr.ifÍ,¡ de Permeac11ln en Gel y !.is formJs modernas de 
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Cromatografía en Fase Líquida a Alt-3 Presión, conocida también como de 

Alta Resolución, de Alta Velocidad o de Gran [f1cac1a. 

La Cromatografía en fase Líquida de -\lta Resolución se cara!:_ 

ter iZa por: 

a.- Usar columnas reutilizables, de diámetro pequeño (2 a 5 

mm. de diámetro interno), con rellenas de partículas muy 

pequeñas (5 a 50 micras) como fdsc cst.1cionaria. 

b.- Introducción prccisd de la muestra, sin necesidad de gra_!! 

des volúmenes. 

e. - Detectores cont í nuos es pee 1 al es, capaces de operar a ca~ 

dales muy bajos y detectar cantidades muy pequeñas. 

d.- Tener una alta resolución de los componentes de una mel_ 

cla. 

e.- Tener presiones de entr<lda rclat1vamente altas y un flujo 

controlado de la fase móv1I .D1cho control de flujo se tr~ 

duce en operaciones reproducibles, las cuales, a su vez, 

proporcionan una ma}or precisión y exactitud. 

f. - Proporcionar rapidez en Jos anáJ isis. 

g.- Usar instrumentos dUtom.it1z,1dos para una excelente repr..!:! 

ducción de los resultados. 

EQUIPO DE CROHATOGRAF JA LIQUIDA HODERNA. 

Actualmente, un equipo de crom..itoyrafía líquida consta de los 

siguientes componentes: 

a.- Una o varias bomlJ.:ts, que serv1rá(n) para impulsar la fase 

móviJ. 

b.- Un inytclur, que es el mcc.rn1smo par.1 la introducción de 

ld muestr<1. 

c.- Und columna, la cual cont1c·11e ld fase cstac1onar1a adccu~ 

da. 

d.- Un detector, que sirve parr1 dcterm1u,1r Id separación que 
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tiene lugar en la columna y proporcionar datos que perm.!. 

tan la evaluación cualitativa y cuant1tat1va de los resu! 

tados. 

e.- Un registrador, éste dá la respuesta del detector en fo! 

ma de un cromatograma (curva de respuesta frente al t1e~ 

po), o bien. puede utilizarse además, un equipo integr~ 

dar de da tos. 

f.- Un colector de fracciones, para recoger los d1st1ntos co~ 

ponentes de la rruestra por separado. 

En la siguiente figura se presenta el esquema de un equipo de 

Cromatografía Líquida. 

Manómetro 

Registrador 

Depósito de 
Fase Hóv1 

Bomba (s) 

Filtro 

Inyector 

Columna 

Detector 

Colector de 
fracciones 

EQUIPO DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA MODERHA 

Integrador 
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6.- CARAClERISTICAS íUtlDAMEIHALlS QUE Ollll lll RlUtHR Utl 

HETODO AllALll!CO. 

Dichas características son: 

6.1.- L1neal1dad. 

6.2.- Límite de detección. 

6.3.- Prec1s1ón )' e>.acl1tud. 

6.4.- E.spec1f1c1dad. 

6,5.- Espec1f1c1dad en estab1l1dad. 

6.6.- Tolerancia. 

6.7.- Estabilidad de la mue!.tra. 

6.1.- linealidad 

Indica Ja tendencia de una serie de datos, al ser graficados, 

a formar una línea recta y tener ésta un ángulo de 4'>º respecto al eje 

de las abe isas. 

Un método analít1co posee linealidad s1 al hacer med1c1ones 

de la propiedad e ... tens1va de interés, las unidades del sistema de mcd.!_ 

ci6n (absorbanc1a, conduct1\·1dad, fluurcscenc1a, área, ctc.) 1 tienen 

incrementos proporc1onales a la concenlrac1ón del s1 stemd que se prete_!! 

de cuant1 ficar. 

El anál1s1s estadístico se realiza generalmente usando el 

anál1s1s de regresión l 1neal. 

[1 método será 11ne.1l s1 cumple con lds cond1c1ones cstablccJ. 

das para los l ím1 tes del método elegido. 

6.2.- Límite de Octecc1ón. 

[ste se refiere a Id menor cantidad dt~tectahlc deJ compuesto 

de interés. [l límite de detccc16n se ubt1tne reducJC.'ndo las concentr_!! 

crnnes hastd que ]d mínima señal sea el dolde de la 5eflc1l del ruido pr_!! 
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ducido por la J ínea base. 

La señal dada por el ruido nos indicará el límite inferior de 

detección al 95\ de probabilidad. 

6.J.- Precisión y Ex.actitud. 

Precisión. 

E.s una medida de la correlación entre mediciones repetidas de 

una m1sma propiedad respecto a otra. 

Un método posee precisión si al hacer mediciones seriadas, la 

propiedad en estudio refleja linealidad con el incremento de la canee!! 

tración del sistema y los valores obtenidos difieren entre sí en un 

porcentaje muy pequeño (que puede variar según las necesidades del mé

todo). 

El término precisión tiende a confundirse y a expresarse l!! 

distintamente como repetib1lidad o como rcproducibllidad, siendo que 

éstos dos conceptos, desde el punto de vista práctico, son diferentes: 

REPETIBILIDAD.- La repetición está relacionada con 1,1 dispe_!: 

sión de los resultados cuando se ha reducido al mínimo el error experi

mental. Se evalúa con respecto a un mismo analista y un mismo equipo. 

Los estadísticos usados para determinar la repet1bil 1dad de 

un método son: La desv1ac1ón c~tándar y cd coef1c1ente de variación 

(desviación estándar relatna). 

REPRODUCIBILIDAD.- la reproduc1b1!1dad es Ja corre!ac1ón 

entre mediciones repetidas respecto a variaciones en Ja operación; 

tales variaciones radican en que las dclermrnac1ones son efcctuadds por 

diferentes analistas, en diferentes equipos, en d1st1ntos lt1bordtorios. 

Se debe considerar a la vez, la var1abJJ tdad inherente a Ja 

ad1c1ón del estándar en las muestras b1oló91cas, ya que en general, 1<1 

adtctón introduce un error experimental distinto en cadd método ~m<l

lítico. 
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Exact1 tud. 

Un método anal í t l co tiene una e\act 1 tud adecuada si al hacer 

med1c1ones ser1adds de la m1sma prop1edad. éstas reflejan lineahd.1d 

re5peclo al lncrcmento de la concentrac1ón del sistema, y d la vez, 

tienen tendencia de agruparse lo más cerca del valor promedio de éstas 

med1c1ones. El análisis estadÍstJco de ést.1 tcndcnc1J u agruparse se 

hace usando la desvidctón estáridJr. Por otr.J pdrlc, una té1:nica anJl Ít..!_ 

ca es más exacta cuanto menor d1spcrs1ón e,iste entre un valor determ.!_ 

nado un valor de referencia. 

Cucrndo la e"'act1 tud de un método no es muy buena ([j. 90'\i}, 

pero tiene buena precisión, y no ha sido pos1ble desarrollar un método 

mejor, se puede reducir el error anal1úrndo un estándar de referencia 

junto con el problema. 

6.4. - ESPECIFICIDAD. 

Es un término usado para indicar que la respuesta obtenida en 

el análisis se debe e"'clus1vamcnte a la sustancia que se desea detcrm..!_ 

nar y nó a otras sustancias que pudieran estar presentes en el matertcil 

por analizar. 

thnguna otra molécula presente en el sistema debe de poseer 

características tales que 1ntcrf1erdn con la mcd1c1ón o determinac1ón 

de la propiedad en estudio. 

6.5.- ESPECIFICIDAD Ell ESTAlllLJDAD. 

Un método dna 1 í l1 co pü!.>l'P e!.pec 1 f JC' I dacl en estah 1 l 1 dad cuando 

ningún producto de degradación 111terf1ere con el .uh1Iis1s. St el e"'perJ_ 

mento demuestra que la seital andl ÍtlctJ sólo se debe a ld su!.>l.mc1a de 

interés, el método será espccíf1co ) pudr.í ~er us.:ido como 111d1e.idor de 

establlidad, en caso contrdrio, se dl'iler.j l'!.t1m.i1· el f'f"1•r.to dr.• las 

otras sust.metds eri la señal .JndlÍllca de 1nler{·s ~.e f'\dlu<lr<Í cudrnln 
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)' cuánto podría interferir dicho efecto con ld sef1al. 

6.6.- TOL[RANCIA DEL SISTEMA. 

lnd1ca el grado en que puede verse .1fectado un método anali 

tico ya establecido, cuando se presenta una alteración en una o varias 

de sus cond1c1ones in1c1alcs (reactivos, columna, fase móvil. etc.). 

Para cada variable hay que calcular los parámetros cromatográf1cos > en 

cada caso establecer el efecto de la variación. 

6.7.- ESTABILIDAD DE LA MUESTRA. 

Establece las cond1c1ones óptimas de almacenamiento pJra 

muestras de fluidos biológicos, mediante la observación de algún cambio 

físico o químico bajo las cond1c1ones de almacenamiento acostumbrado. 
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CAPllULO 111 

MATERIAL, REACTIVOS Y EQUIPO. 

l. - HA TERIAL. 

1.1.- Agitador (vortex). 

1.2.- Bal<"ni!rl analítica, Marca Sartor1us, Modelo 2434. 

l.J.- Baño María. 

l.4.- Baño Ultrasonido, Marca Cole-Parmer, Modelo 88~1. 

l. 5. - Bomba de \'dCÍ o. 

1.6.- Centrifuga con cai.JezaJ para tulJos de 13 "' 100 mm. 

Marca Oynac. Modelo 05-100-25. 

1.7.- [quipo de f11trac1ón para solventes. lhlllpore. 

1.8.- M1crojeringa para 1nyecc1ón de )0 mtcrolttros. 

2. - REACTIVOS. 

2.1.- Ac1do Acéuco C!dCldl. Merck. 

2.2.- Agua des1on1Lada. 

2.J.- ílicarbonrtto df' Sodio. R.A. J.1.BJkr.r. 

2.4.- Carbonato de Sodio. H.A. J.1.BJker. 

2.5.- Cloranfen1col i·~tdnddr. S14ma. 

2.6.- Otc-lorometdno. 1 1chrosolv HPLC. Mer·ck. 

7..7.- fter. Ü\dSO). MPrt'I.:. 

2.8.- Metano! HPLC. l·h·rci-. 

2.9.- U1tró~1eno QJS, 
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3.- EQUIPO. 

3.1.- Cromatógrafo de Líquidos de Alta Resolución equipádo 

con: 

J.1.1.- Sistema de liberación de solventes. Bombas tlodelo 

H-45. Waters. 

J.l.2.- Inyector Un1versdl para Cromatógrafo de Líquidos. 

Modelo UóK. \\aters. 

J.1.J.- Controlador Autom.ít1co de Gradiente. Modelo 680. 

Waters. 

J.1.4.- Columna de acero para Cromatografia de Líquidos. 

Microbondapak C lS ( 30 x 0.4 cm. D.!.). Waters. 

J. l. 5. - Detector de Absorbanc 1a de Long1 tud de Onda F 1ja. 

Modelo 441. Waters. 

3.l.6.- Integrador de Datos. Modelo 730. Waters. 

3.2.- Equipo Purificador de Agua. Hilli R/Q. Waters. 
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CAPITULO IV 

P A R E E X p E HElllAL 

IV.1.- COllOICIOllES PARA EL HfTODO AllALIT!CO. 

IV. l. l.- SOLUCIONES. 

SOLUC!OJI AMORTJCUADOl!A DE C'AIUlOJIATOS pH 9. 

Pesdr 8.401 gramos de fhcdrlionato de Sodio. añadir 4~950-yr!!_ 

mos de Carbonato de Sodio y dfordr con dqua destilada a un litro. 

SOLUC!OJI DE DlR,\CCIOll. 

MezcJar éter y d1clorometano en una proporc1ón de 1.5 a J. 

SOLUCIOJI ESTAllDAR DE CLORAllf[llJCOL. 

Pesar 10 m1I1grdmns de. cJnr.-rnfentcol r!>lándar, aforar con f_!! 

se móvil a 10 m1ld1tros, rMrJ oblt>ner una concenlrac1ón final de un m..!_ 

llgramo por m1 1111 tro ( SOLUC 1011 A) • 

Para Ja c1Jrva patrón d1· clordnf~111col en pldsma y/o fase m~ 

v1J 1 se prepararon solucione~ d conct>ntrac:1ont>s dt~ ... O.'J, 1.0, 2.0, 

3.0, 4.0, s.o, 10.0, l':>.o, ?O.n, ?':>.o, JO.O, 40.0, ~o.o>' GO.O m1cro9r!! 

mas por m1J1l1tro, de acuerdo d Id TA.BLA J. 

IV.1.2.- PROCESAHIUITO 0[ IA MUESTRA. 

A 200 m1crut1tro~ tfr sut·r·o u plo~tnd !:.l' Je dñdden ~00 m1crol). 

t ros de soJuc 1 ún dmort 1 quddord dt· c,j rbun<1lt.l!. pH ~, md!. ~ mJ . de l .J me! 

cld éter·dicloromet.mo (l.~ d l), !.t· dlJlld durc.tlllf· j rnrnulo5, poslerlo!_ 

mcnt,~ ~I! C<·nlr1fuqc1 d ?,~00 rpm., por JO 11Hr11Jlo5: St~ !.t~p.trd el 5obren~ 

ddnle y 5f' repile mievdmc:ntc 1<1 e>.trdcc1ó11. 51• n·1j1wn Jos c>..ll'<JClO!. y 
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lADLA l 

SOLUCIONES DE CLORAllFEIHCOL [SlAllDAR PAHA LA CURVA PAlROll 

SOLUC!Oll VOLUMEN AFORO COll COllC. f ll/AL 

PLASHA D ug. /mJ. 

FAS[ HDVIL 

A 5.o ml. 50 ml. too.o ug. /mJ. Sol. D 

B 2. 5 ml. 25 ml. to.O ug./ml. Sol. e 

D 1.5 ml. JO mi. 15.J ug./mJ. 

B 2.0 ml to ml. 20.0 ug./ml. 

B 2.5 ml. JO mi. 25.0 ug./ml. 

B 3.D mi. 10 mi. JO.O ug./ml. 

B 4 .O ml. 10 mi. 40.0 ug./mJ. 

B 5.0 ml. 10 mi. 50.0 ug. /ml. 

B 6.0 ml. 10 mi. 60.0 ug./mJ. 

e 0.5 ml. 10 mi. 0.5 ug./ml. 

e LO mi. 10 mi. LO ug./ml. 

e 2.0 mi. lO mi. 2.0 ug./ml. 

e J.O ml. 10 mi. 3.0 ug. /ml. 

e 4.0 ml. 10 mi. 4.0 ug./ml. 

e 5.0 ml. JO ml. 5.0 ug./ml. 
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se cvapor<H• d scqucddd bdjo und corr tente de n l trógeno. F l na lmente, e 1 

res1duo se disuelve tn 200 m1crol1tros de fdse móvil y de éstos se 

inyectan 2; m1crolitros 1,l cromatóqrafo. 

JV.l.3.- CONDlClOllES CROHA10GHAílCA5. 

Las cond1c1ones usadds fueron lds s1gu1entcs: 

0(,l[ClOR ------------ U.V., Lonq1lud de Onda 280 nm., 

0.02 AUf 5. 

VELOC !DAD DE. 

LA CAR1A o.~ cm./m1n. 

COLUMUA ------------ De acero, m1crobondapak c
18

, longitud: 

30 cm. ' 3.9 mm. de Diámetro Interno. 

FASE. HOVIL 

FLUJO ---------------

Metano! : Agud : t\c1do ;\célico. 

( 37 : 62 : l ) 

IT'l ./m1n. 

IV.- 2.- VALlDAClOll DEL H(TOOO AllALITlCO. 

Las característtc.J.s qur sP e1;.lluaron pdrd 1;Jl 1dJr el mt~todo 

fueron lds mismas que se citaron t•11 ld \JoJ.rtc 6 del (1\PllULO 11 lLlllcdl_!. 

dad, límite de delecc1ón, pr1~c1~1i'in >. e'lll.nct1t1JCI, cspec1f1c1d.ul 1 espr!Cj_ 

f1c1dJd en estatnllddd, tolPrdnc1..i > cst.1bil1d.u1 d1· lo muestrd). 

[n cudnto d l.-1 LillL\LlD,\D, P'.\tH'rJml'nto:ilmcntc ~ con el pro¡JÓS_!. 

Lo de determ111<1r s1 Id relJcIÓn de ..lrc<1'5 con rPsp1~c.:lo <l }.1s d1fcrcntes 

co11ccnt r.1c 1 unes dr e 1 or.1nf enl co 1 prescnl.thdll ur: comporL,1m1 cnto l 1ne.i1, 

en el Jnlcr\.Jlo tlr l.ts concentr.ictones prop11e!>t.15, ~e prcp.1r.1ro11 tres 
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curvas a concentraciones de 0.5, 1.0, 2.Q, 3.0, 4.0, ,.01 10.0, 15.0, 

20.D, 25.0, JO.O, 40.0, 50.0, 60.0 y LOO.O m1crogramos por mtl 11'1 tro, 

tanto en fase móv1J como en plasmJ. 

Oc los datos obtenidas, se calculó eJ. intercepto,-- la pendie_!! 

te )' el coefJc1ente de correlación. 

Acerca de la COllCEtlTRACIOll M!NIMA OUECTAOL[,' ésta se determ!_, 

nó preparando d1luc1ones de clorünfenicol en plasma y en fase mÓ\•ll ,con 

conccntrac1oncs de 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 y 0.5 microgramas por m1l1l1tro, 

las cuales se anal!zaron ut1l1zundo el método de anál1s1s c1tddo ante· 

riormente. 

Para evaluar la PR[ClS1ot~, se prepararon tres curvas patrón, 

a concentraciones de S.O, JO.O, 1~.0, 20.0 y 2~.0 m1crogramos por mll.! 

litro. /\ la 1.-ez, se h1c1eron repet1c1ones de dtfcrentes conceotrac1ones 

en dtferentes días. L.1s concentrac1oncs usad<ls con éste fin fueron: 

3.0, 4.0, s:o, 20.0 y 40.0 m1crogramos por mililitro. 

De los datos obtenidos se caJculó el drea promedio, la desvi2.. 

c1ón estánd;,r y el coef1c1entc de variación en porc1cnto para c•1da una 

de ld.s concentractones. 

L..:t EXACT1TUD se determinó calculando el rend1m1cnto de e>.tra_2. 

c1ón a partJr de }o.; datos obtenidos de l<ls tres cun,.15 tle c,11Ibrac1ón, 

tanto en fase máv1J como en pl.1sma 1 que se uLL11zaron paro evaluur lo 

1 inc,1líd,1d. 

La ESP[ClílCIDAD se evaluó h.Jc1cnc1o un "pooJ" de pJasm,1s 1 dl 

cual se le ad1c10naron diferentes f.Írmacos.. Los f,írmacos ad1c1onrldos 

fueron: Centam1cin,1 1 Pcn1c1l1nu, Amp1c1lrna, íurosem1d.1, SJltctl<ltos,~ 

Clind.1m1c1nJ. 1\m1k.1c1nJ y Mclronidazol; después de dthr:wnarlos al plu~ 

mcJ, éste se homof)r.ncJ 16 y ~e prcpdr~1ron .1 l ícuold~ con d 1 fer<'ntcs conce!J_ 

trac1oncs de cJor.infcn1col, 1~15 cuales se 1\1\alu<Jron mcd1.mtc el m6todo 

propuesto. 
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La ESPEClFICID~D Ell ESTABILlDAD Y LA ESTABILlDAD DE LA MUESTRA 

se evaluaron con el f1n de observar s1 después del almacenamiento se 

presentaban productos de degradación, ya sea del plasma, de otros fárm2_ 

ces, o bien del mismo cloranfcn1col, los cuales imp1d1eran la ClJirntif.! 

cac1ón adecuada de éste último. Dicha evaluación se luzo preparando en 

plasma, dos tipos de soluc10nes: una conten1endo sólo cloranfen1col a 

una concentrac1ón de) ug./ml., y otra, conteniendo~ ug./ml. de clara!! 

fen1col más los fármacos mencionados anteriormente. De c.Jda tipo de 5.2, 

lución se prepararon )50 ml. 

Oc éstas s0Juc1ones se tomaron alícuotas de J .O mi., y se CO!! 

formaron dos grupos de 102 muestras cada uno. Cada grupo a su vez, se 

div1d1ó en dos subgrupos, uno al que se le efectuó el proceso de extraE_ 

c1ón, proces,jndose el primer día 96 muestras ( 54 para los d1 ferentes 

subgrupos de almacenamiento y l?. correspondtcntes al primer día), cuyos 

extractos se guardaron bajo las cond1c1oncs establrc1das. 

Para el otro subgrupo, el pl.1sma conteniendo cloranfenicol se 

congeló, efectuando la extrdcc1ón hasta el momento de ,.rnál1s1s. 

Respecto a las cond1c1ones de almacenamiento, las muestras de 

cada lote se distribuyeron de la s1gu1entf' formd: 

J mues tras para las cond1c1ones 1n1c1ales. 

15 mues tras para las cond1c 10nes amb1entllles. 

42 muestras para )JS cond1c1ones de cuarto frío. 

42 mues tras par.J lus cond1c10nes de con ge l.ic 1 ón. 

En la TABLA 2 se presenta lu d1stribuc1ón de las muestras, en 

las diferentes cond1c10nes de almacenam1enlo. 

Una vez prep~iraflds y .1lmdcenada~ las muestras, se proccd1Ó al 

análisis de tres muestras dP ccldd lote durdntc los primeros cinco días, 

posteriormente a los 10, 30) úO dí..1~. 

Para determinar la lOLERAllCI·\ del sistema, se ut1l1zaron dtfE_ 

rentes columnas {c
15

, fen1L m1croporasl1) 1 dsÍ como diferentes fases 

móviles. Además, la muestra se sometió a d1fcrcntc:s procesos de despl'~ 
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teinizac1ón y extracción, ,con el fin de encontrar las condic1ones ópt_!.. 

mas para la detección del cloranfenicol. 



CAPITULO V 

R E 5 U L T A O O 5 

En la FIGURA 2, se presenta un cromatograma de cloranfen1col 

estándar tanto en fase móvil como en plasmd, [l tiempo de retención en 

ambos casos fué de 5. 7 minutos. Se puede observar que a ése ta~mpo, no 

se presentan picos del plasma que tnterf1cr.m en el aná1Ls1s. 

Los resultados acerca de la Llll[AL1D1\0 del método se prese_!! 

tan en la TABLA 3, donde se muestran los valores promedio de las áreas, 

así como el intercepto, pendiente y coef1c1ente de corrclac1ón de seis 

curvas patrón de cloranfen1col 1 tres de ellas en fase móvll v tres en 

plasma, en un intervalo de concentración entre 0.5 y 100.0 m1crogramos 

por m11tlitro; en la FIGURA 3 se muestra la representación gráfica de 

los resultados obtenidos. 

En cuanto al LIMllE DE OETE.CCIOll y teniendo presente que éste 

se define como la menor cantidad detectable del compuesto por anal izar 

que puede medirse respecto a la señal provocada por el ruido, al ir r~ 

duc1cndo las concentrac1ones, los resultados indicaron que el detector 

no d1scr1m1naba por aba.to de 0.3 microgramos por m1l1litro, req1strd!!_ -

dose en el cromatograma una respuesta en forma de línea recta (igual a 

la línea base) por abajo de ésa concentrac1ón. 

Los resultados obtenidos acerca ele la PH[ClSlOtl del método se 

encuentran en la TAOL1\ 4, donde se presentan los v,1lores promedio de 

las áreas obtcn1das, la desv1ac1ón cst.lndar y el coef1c1ente de var1~ 

c1ón promcd10, de tres triplicados de curv~s en plJsma; prcp<1rado un 

tr1pl1cado por dÍd, en tres diferentes días por el mismo unalistd, en 

el mismo ap.iralo y ba.lo cond1c1ones de an:1Lts1s scmc.ianles. 

[n L.l lABLA 5 se presentan L1s áreas promcdLO, dcsv1ac1oncs 
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TABLA 

Valores promedio de las áreas, interceptas, pendientes y CO.!!_ 

ficientes de correlación, obtenidos durante el análisis de seis curvas 

de calibración de cloranfenicol; tres preparadas en fase móvil y tres 

en plasma. 

COtlCEtHRACIOll AREA PROMEDIO 

ug./ml. FASE HOVIL EN PLASMA 

0.5 160 657 175 152 

1.0 226 797 257 525 

2.0 455 231 456 443 

3.0 656 371 626 543 

4.0 660 594 646 640 

5.0 l 076 246 l 054 103 

!O.O 2 196 913 2 221 493 

15.0 3 210 236 3 032 370 

20.0 4 364 170 4 362 276 

25.0 5 !94 236 5 397 126 

30.0 6 460 013 6 523 126 

40.0 716 530 6 626 463 

so.o 10 654 666 10 747 566 

60.0 12 643 766 13 263 700 

100.0 21 222 366 19 953 533 

b ; 40 656 b ; 16 124 

m ; 212 572 m; 205 ~52 

r ; 0.9999 r ; 0.9983 
2 o. 9998 2 0.9967 r r 

n ; n ; 3 
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plasma y en fase móv .i 1. 
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TABLA 4.- Repetibilidad del método analítico para cuantificar 

cloranfen1col en plasma. 

COllCEllTRAClOll AR[,\ PROMEDIO DESVlAClOll ESlMIDAR COlf !ClEllTl DE 

D!A 

6 

ug. /mi. VARJ,\ClOll % 

5.0 1 069 476 14 335.15 l. 32 

10.0 196 383 40 635.96 l. 85 

15.0 136 020 80 190.83 2. 55 

20.0 4 335 663 97 527 .65 2. 24 

25.0 262 404 110 485.22 2.09 

b = 58 449 
m = 209 702 
r2= o. 9993 
r = o. 9986 
n = 3 

TABLA 5.- Repetibilidad en diferentes días del método por HPLC 

para cuantificar cloranfenicol en plasma. 

CotlCEIHRAC!Oll AREA OESV IACJOll COEF JCIEllTE DE 

ug, /ml. PROMEO !O CSlAtlD,\R VARJACIOll % 

3.0 598 139 3D 657.89 5.15 

4.0 858 221 19 871.47 2. 31 

5.0 070 122 27 002.18 2. 50 

10.0 2 106 367 41 359. 03 l. 96 

20.0 340 332 72 894 .10 l.67 

40.0 8 579 328 184 823.18 2 .15 

4 

9 

7 

8 
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estdndar y coef1c1entes de \ariac1ón resultantes de la rcpet1c1ón de 

una concentrac1ón por dítJ, en seis diferentes dí.is. 

[n cuanto a la EXACTITUD, en la TABL:\ 6 se muestran los resu! 

tados del rendimiento de extracc1ón 1 calculado d partir de los datos 

obtenidos dl procesar lc3s tres curvas patrón (tanto en pldSm.J como en 

fa5e mÓ\'Il), ut1J1zadas para la evaluación de la linc.!11dad drl método. 

Respecto a Ja ESP[Clí!CIDAD, en la f!GUR,\ 4 se presentan los 

cromatogramas típicos obtenidos al trdbJjar a diferentes conccntrac1~ 

nes de cloranfcn1col en fase móviJ, se puede observar que el tiempo de 

retención del cloranfentcol es de 5.7 minutos, en algunos casos el tle.!!!_ 

po de retención se v1ó d1sm1nuído, lo cudl se puede deber a la t0Ier.10-

c1a del sistema en ese método y con es.is cond1c1ones. 

En la FIGURA 5 se presentd el cromatograma obtenido después 

de ad1c1onar diferentes fármcJcos d un "pool 11 de pldsmas, del cual se 

tomaron varias alícuotas y se analizaron mediante el método previamente 

descrito, puede observarse que no hay pico alguno qtJe interfiera con la 

detección del cloranfcn1col. 

Los resultados obtenidos acerca de la [STABILIDAD de lJ mues

tra se presentan en ldS T1\BLAS 7 y 5, donde se exh1ben las concentrac1~ 

nes encontrad.Js al .Jnal1zar las a.lícuolt.ls corrcsµond1entes d las d1f_g 

rentes condiciones de aJmacenam1cnto. a Jos días 1, 2, J, 4 1 5, 10, JO 

y 60. 

En la ílGURA 6 se muestra eJ cromdtograma donde ~e observa 

que no ha> nrngún prodt1cto de deqrddac1ón que intrrf1era con la señal 

obtenida para el cloranfen1col. 

Lo:; rcsuJt.:idos ohte111r10:; ul \arusr las ccind1c1oncs crorncJtogr~ 

f1cas y JsÍ conocer ld TOLlHr\flC1·\ drl :.1stemd, se pueden resumir dr. la 

siguiente forma: 

a.- DfTECTOR. 

LOtlGITUD O[_ OllDA MEUOR A 280 nm.- AJ ul1l 11<lr Ulld lor1q.!_ 
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TABLA 6.- Rendimiento de extracción, calculado a parttr de los 

datos obtenidos de tres curvas de calibración en fase móvil y tres en 

plasma. 

COI ICWTRAC !011 AREAS PROMEO 10 AREAS PROM(D!O 'I> RECUPER~ 

ug./ml. OBTElllDAS Ell OBTElllO,\S Ell C!Oll. 

PLASMA FASE MOV!L 

0.5 175 152 160 887 !OS .86 

1.0 257 525 228 797 112. 56 

2.0 456 443 455 231 100.27 

3.0 628 543 656 371 95. 76 

4.0 846 640 860 594 98. 38 

5.0 054 103 078 246 97. 76 

10.0 2 221 493 196 913 101.12 

15.0 3 032 370 3 210 236 94.46 

20.0 4 362 276 4 364 170 99.96 

25.0 5 397 126 5 194 236 !OJ.91 

JO.O 6 523 126 6 460 013 100.98 

40.0 8 628 463 8 718 530 98. 97 

so.o JO 747 566 JO 654 866 100.87 

60.0 lJ 263 700 12 843 766 103.27 

100.0 19 953 533 21 222 366 94.02 
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fIGURA 5.- Cromatograma obtenido al evaluar la ESTABILIDAD DE 

LA MUESTRA; plasma (A), sin cloranfenicol, adicionado con otros fárm~ 

cos (Gentamicina, Penicilina, Amp1cil1na, Furosemida, Salicilatos, Cl i!!_ 

damicina, Amikacina y Hetronidazol; 200 ug./ml. de cada uno) y de las 

muestras adicionadas con otros fármacos y cloranfenicol a diferentes 

concentraciones (B= 13.00 ug./ml.; C= 11.50 ug./ml.; D= 10.00 ug./ml.). 
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lABLA 7.- Valores de las concentracíones de cloranfenicol en d_i_f.!:, 

rentes días para el GRUPO SIU ADICIOH DE FARHACOS, ba,lo diferentes co!\_ 

diciones de tratamiento y almacenamiento de la muestra. 

- --------- - -------- -- -------- -- -- --------- - -- --------- ----- ---- --------1 
: COUD1Cl01l(S : 
' ' ¡-----------------;:ó;;-E~lRAcéióti--------------------siÑ-E~ 1ii.\éci ÓÑ-- -- --¡ 
' ' '---------- ------- -- -- ------ -- -- -- ------ ------ -- -- ---- -- -- -------- ---- --· 
: UllCIALES AMBIEll CUARTO CO!IGE- HIIC!ALES AMB!E.11 CUARTO COllG[- : 
: TALES FRID LAC!Oll TALES FRIO LAC!Oll : 
' ' ¡-oí~-~------------- -----------· co;,cE1~~R~cio~ ------------- --------------¡ 
1 === ::.::::. ==== ::.= ==== == ==::; === ::.: ::;::; :: =:. ==;;.:. = = = = = = =;:: =:. == ==:. = :: :::. ::; == =::;: == == == =::1 ¡ S.00 5.20 5.20 5.00 : 
: 4.99 4.99 4.99 4.99 ¡ 
: 4.90 4.85 4.69 4.95 : 
1------------------ --- ------ -- -- --- --- - - -- - --- -- ---- ---- ---- --- - -- ----- -· 
: . 4.60 4.67 5.00 4.20 5.00 4.99 : 
: 2 .. 4. 70 4.67 4.99 4.20 4.99 5.00 : ¡ 4.60 4.94 4.84 4. 70 ¡ 
• - - - -- -- -- ---- - -- - - - - - -- - - - - - - - - - - - - - - - - - - -- - - -- -- -- - - -- -- - - -- - - -- - - - - --1 

: 3.52 4.99 4.90 3.00 5.00 4.99 : 
: . 3.40 4.87 4.99 2.80 4.99 5.00 : 
¡ . . 3.26 4.90 4.90 2.40 ¡ 
, ___ :__ -- -- ---- -- -- -- -- -- - - ------ ----------- ----- -- --- ----- --------------· 
: 3.20 5.00 4.90 1.60 4.90 4.95 : 
: 4 3.00 4.99 4.97 1.50 4.87 4.97 : l 2.90 4.90 4.95 1.70 ¡ 
1- ------ --- -- - - - - - -- - - -- -- -- - - - - - - - - - - - - - - -- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -- - - - - - -· 

: 2.30 4.95 4.95 0.90 4.60 4.70 : 
: 2.10 4.98 4.96 o.so 4. 70 4.90 : 
: 2.00 4.90 4.99 0.60 4.40 4.60 : 
' . ' , __ ..:. ______________________ -- ------ -- -- -- -- -------- -- ------ -- - - -- -- - - -- --1 

: . , 5.20 5.00 4.70 4.50 ¡ 
__ ·---: .. 10 4.97 4.~5 4.4o 4.6o , 

: .-: 4.55 4.95 4.00 4.50 ¡ 
1----------- -------------- - ----- --- - -- - - - - ---- -- - -- - -- -- - - -- -- -- -- --- ---· 
: 4.95 4.95 4.50 4.50 : 
: 30 4.95 4.95 4.40 4.60 : ! . 4.90 4.90 J.80 4.(,0 l 
:--------------------- -- -- -- -- -- -- -- ---- ---- -- -- ---- . --- -- -- ---- --------· 
: 4.60 4.95 3.50 4.50 ¡ 60 4.65 4.95 3.80 <1.70 
' 4. 70 4.98 ).60 4 .311 
~---- ------ -- -- -- --- --- -- ------ -- ----- --- -- ---- -- ---- ---- ------ -- -- -- --
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TABLA 8.- Valores de las concentraciones de cloranfenicol en pla2_ 

ma obtenidas para el GRUPO COtl AOIC!Otl DE FARMACOS, bajo diferentes con 

diciones de tratamiento y almacenamiento de la muestra. 

r - - -- - - - - - ---- - - -- - - - - - - - - - - - -- - - -- - - -- - - - - - - -- -- -- - - - - - - - - - - -- - - - - - - - ·1 ¡ COtlDICIONES ¡ 
r-- -- -- -- --- - - - -- -- -- - - -- - - -- - - -- - - - - - - - - -- - - - - -- -- - - - - -- - - -- - - -- - - - - - -. i CON EXTRACCION Slll EXTRACCIOll : 
r - ----- ------ -- -- ---- - - -- -- -- - - -- -- --- --- -- -- - - -- -- - - -- -- - - - - - -- - - - - - - -. 
l HHCIALES AMBJEN CUARTO COllGE- ltHCJALES AMBJEN CUARTO COllGE- : 
! TALES FRIO LACIOll TALES FRIO LACION i 
r-- -- ---- - - ---- -- -- ---- - - - - - - - ----- - - - - -- -- -- - - - - -- -- - - -- - - - - -- - - - - - - - -. 
l OIA COllCENTRACION l 
F== ======================== == ============== ==== ===== = == = :;== ::::; :; :; ==:; = = = =~ 

': 5.10 5.00 5.00 5.10 : 
: ' 1 4.99 4.99 4.99 4.99 : 
: - -- - 5.00 - 5.20 4.90 4.90 : 
~ -~ -_:. ___ ::. _~~-~--~- -- -- -- - --- ------ -- -- -- ------ ------ -- ---- -- ---------- -- - ~ 
:- - - - ' 5;20' 5.10 5.00 4.85 5.00 4.90 : 
: 2 ,' 4.99 4.99 4.99 4.80 4.99 4.99 : 
!:· ... - ·:·::' :. __ :4.80 4.85 - 4.95 4.80 s.oo 4.95 : 

~ r-::---------- --------~------- ---- ---- - - ---------- -- -- -- ---- -- -- - - -- - - - - - - - - -- - - - - -, 
L ____ 3 ~:; .< - 4.6o .4.85 5.10 3.9o 4.99 4.9o : ¡ ., < _ ;/ 11;10·- _4.97 4.99 4.10 4.9s 4.99 ¡ 
:·· <:· - ·::: ·' 4.50 5.10 4.89 4.20 4.93 5.10 : 
í-"-- -e-- ·c.--e---;: 70 ·--5 :oo- --;¡: 00-- ------ --------~:~O--·;;:;;¡---;; : ;5 ·: 
: 4 3.50 4.99 4.98 2.40 4.93 4.98 : 
l·' 3.30 4.95 4.95 2.20 4.99 4.96 : 
' ' ,.. -- -- ~ ---:----.-- -- ---- -- -- -- -- -- ---- -- -- -- -- -- -- -- -- -------- -- -- -- -- ---, 
l 2.70 5.00 5.LO 1.80 4.96 4.96 l 
: 2.30 4.98 4.97 1.80 4.92 4.97 : 
: 2.00 4.95 4.90 1.75 4.90 4.98 : 
1 ,. . 1 
r- -- --:-- -- -- ---- - - -- - -- - - - - - - - - - -- - - -- -- ---- -- -- -- - -- - -- - - - - - - - - - - - - - - - , 
: 4.95 4.90 4.92 4.96 : 
: JO 4.97 4.95 4.93 4.95 : 
: 4.80 4.90 4.90 4.96 : 
,_ •.. ,_ 1 r- -~~ ~- .---- -- -- ------ -- -¿:;o---;:;;-- ---------- -- -------- -4 :~a---¿: ;o·: 

- :.-~30;--· 44·.·~20 4.95 4.73 4.90 : 
7 4.97 4.70 4.89 : 

~ ---- ------ -- -------- -- -- -- -- -- -- -- -- - - -- -- ------ -- -- - ------- --------- ~ 
: 4.75 4.93 4.50 4.85 : 
: 60 4.85 4.95 4.53 4.67 : 
: 4.90 4.90 4.48 4.84 : 
'--- -- ------------ ---- ------ ---- ---- -------- -- --- --- -- -- ---- -- -- -- ------' 
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FIGURA 6.- Cromatograma obtenido al evaluar la ESPEClíICJDAO 

del método para cuantificar cloranfcnicol de plasma a:licicnrl.> Wl otros 

fármacos (Gentamicina, Pen1c1l1na, Amp1c1l1na, Furosemida, Salicilatos, 

Clindamicina, Amikacina y Hetron1dazol; 200 ug./ml., de cada uno). 

Las concentraciones de cloranfenicol correspondientes Ll cada 

muestra es de 40. 35 ug. /ml., para A y de 12. 20 uq. /ml., para las mues

tras B, C y D respectivamente. 
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lud de onda a 254 nm., se obtU\O und mayor señal del pico del clor.inf~ 

nícol, pero tamb1Pn se encontró mucho ruido en lo línea base, lo cudl 

pro, oca ría que no se cuant I ftcdra adccticHlamPnte una concentración menor 

a 1 microgramo por m1lil1tro. 

LOllGlTUD DE OllD·\ H1\\0R A. 250 nm.- 1\ 312 nm., se encontró 

una menor seiial del pico del cloranfen1col 1 lo qL1c también impide cu,1.!1_ 

ti ficar adecuadamente concentrac1ones menores. 

b.- COLUMll·\. 

En colurrinas diferentes a la m1crobondapak c
18 

no se obtic 

ne una resolución adecuada de los picos, y por lo mismo, no se pueden 

analizar muestras con concentrac1ones pequerlas. 

c.- FASE MOV!L. 

La proporción de metanol-agua puede mod1f1carse dentro de 

límites muy estrechos, ya que s1 se aumenta la cantidad de aqua a un 

70%, el tiempo de retención aumenl.:t a 10 minutos y al incrementarse la 

cantidad de metano!, el tiempo de retención d1sm1nuye. 1\l rncrcmentar 

la proporción de ácido acético a un 5% no hubo n1nglm cambio en la for

ma o tiempo de retención del pico de cloranfen1col. 

d. - FLUJO. 

Al aumentar éste la resolución no es buena, al d1sm1nu1r

lo la resolución es mejor, pero la forma del pico se achata. 

e. - VOLUMEU lllYECT .\DO. 

Se puede aumentar hastJ 200 m1crol 1 tras en concentracl_2 

nes pequeñas, pero para conccntracl"Ones mayores a 90 ug./ml., la capac.!. 

dad de la columna es deficiente. 
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CAPITULO VI 

OISCUSION DE RESULTADOS 

Después de haber revisado los artículos sobre métodos analit1 

cos para cloranfen1col en fluidos b1ológ1cos, se selecc1onaron aquellos 

que utilizaban HPLC para cuant1f1carlo. 

Imc1almente se selccc1onó el método propuesto por Ch1ow,W.L. 

(84), en donde el tratamiento de la muestra es fácil y rápido, sin e~ 

bargo, al reproducir el método, se encontró que la scns1b1l1dad por ab~ 

jo de 6.0 ug./ml., no era buena, y debido a que se requería una sensib_!. 

11dad menor (alrededor de 0.5 ug./ml.), se optó por utilizar otro mét~ 

do, escogiéndose el método propuesto por Koup,J.R. y cols,(85), el cual 

presentó buena 11nc.1l1d.1d en el disolvente, pero en plasma y/o suero, 

el tratamiento de llmp1c1a cr.:i rnef1c1ente, encontrándose en el cromato 

grama otros picos superpuestos al del clordnfentcol. 

Se probaron otros métodos (61-85, 87-89, 91-96), sin obtener 

resultados satisfactorios, por lo Clue se optó por desdrrollar un método 

cromatográfico que cump11cra, a sat1sfdcción, las neccs1dddes de nuc.:! 

tro laborator10. 

En el método dcsdrrol l..ido se utd HÓ, •• 

1.- fase móvil, compuestd de metano! : dgUd : (ícido acético, 

en una proporción de 37 : 62 : 1, pdra disolver el está!! 

dar de cloranfen1col, en vez de hacerlo con metano). 

2 .- Una Long1 tud de Onda Máxima de 280 nm., debido a que sólo 

se contaba con un Detector de Long1 tud de Onda F 1J~1. 

3.- Und columnd de f dSe Hevcrsa con un número mayor de carb~ 

nos, Yit que 1 os métodos reportados ut 1l1 zaban columnas 

con se 1 s, ocho )' diez carbonos. 

4.- Un tratamiento de l1mp1eza de la muestra que incluyó la 

prec1p1tación, extracción. evapordc1ón y rcconslltuc1ón 

de la misma, con lo cu.11 el mPtorto rué m,ls sens1hle (l.i 

mayoría de los métodos rcportddos sólo ut1 l17an Ja prec1_ 
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pitac1ón e inyección del sobrenadante. 

Finalmente, el método se desarrolló ut11Jzando las cond1c10 

nes descritas en la parte correspondiente a las cond1c1ones cromatogr_! 

f icas. 

A continuación, se analizarán los resultados obtenidos de los 

parámetros evaluados. 

El método desarrollado presentó una LltlEALIDAD satisfactoria 

en el intervalo de concentración de 0.5 a 100.0 ug./ml., con un coef..!_ 

ciente de correlación r = 0.9983 (TABLA 3), el cual es adecuado consi

derando el número de pare.fas de datos. 

La repet1b1lidad en diferentes días se determinó para evaluar 

la PRECISIOU, como puede observarse en la TABLA 5, el método es repet..!_ 

ble en diferentes días, ya que el valor más alto de coefJCICnte de '"'.!! 

riación es de 5.5 % a una concentración de 3.0 ug./ml. 

En la TABLA 6 se presentan los valores de Jos porc1entos de 

recuperación del cloranfenicol, los cuales se encuentran entre 94 y 

112 %, en el intervalo de concentración de 0.5 a 100.0 ug./mJ.; éstos 

valores de recuperación se encuentran dentro del límite aceptado para 

Ja cuantificación de fármacos en fluidos biológicos, lo cual confirma 

Ja validéz del método desarrollado. 

Para conocer la EXACTITUD del método, Jos porcientos de rec.!! 

peración citados anteriormcnte,sc sometieron .:i un An~lts1s de \drldllld, 

TABLA 9, encontrándose un valor de F = 0.55 (p (O.O!; Fo.o¡= 5.15), lo 

cual indica que no existen d1fercnc1ds estadísticamente s1gn1f1cat1vas, 

por lo que: el método puede considerarse exacto. 

En cuanto a la ESPECIFICIDAD DE LA MUESTRA, en la FIGURA 2 se 

observa que el tiempo de retención del clorJnfenicol es de 5.7 minutos 

y que no existen interferencias deb1d.1s a los componentes del plasma. 
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Asimismo, . no existen interferencias al adicionar los siguie.!!, 

tes f,frmacos: Centamicina, Penicilina (PSC), Ampicilina, Furosemida, 

Acido Acetil Salicíllco, Clindamicina, Amikac1na Metronidazol, los 

cuales son fármacos que frecuentemente se usan en la clínica, conjunt.! 

mente con el cloranfen1col (FIGURA 4). 

E.n base a éstos resultados, el método puede considerarse esp.!:_ 

cífico, y puede ser utilizado como un método rutinario para el análisis 

de éste fármaco. 

Acerca de la ESTABILIDAD DE LA MUESTRA, de los grupos con y 

sin adición de fármacos, cuyas muestras fueron puestas bajo diferentes 

c.ondiciones de alm.acenamicnlo; se analizaron los datos o~tcnidos tanto 

de las muestras sin previo proceso de extracción (haciéndose éste proc..Q_ 

so hasta el momento del análisis), como de las muestras sometidas a pr!! 

vio proceso de extracción, almacenadas y analizadas hasta el día corre.! 

pendiente. 

En la TABLA 10 se present.an los valores promedio, en porcien 

to, de las concentraciones obtenidas para el primer día (CONDICIONES 

INICIALES), donde puede apreciarse que no hay diferencia entre dichos 

valores, lo cual indica que la muestra, analizad.J el mismo día en que 

se tomó al paciente, no presenta ninguna degradación del cloranfenicol 

ni tampoco interferencia de algún factor que al terc el análisis y cua!.! 

ti ficación del mismo, 

En cuanto a las muestras plasmáticas mantenidas a TE.MPERATURA 

AHOIErlTE, en la TADLA 11 se observa que no es recomendable tener las 

muestras en éstas condiciones, ya que en el caso del GRUPO SIU ADIClot~ 

DE FARMACOS, las mueotras CON previo proceso de EXTRACCION, al tercer 

día, presentan una degradación de un 32 %, y al quinto día, un 57 %; en 

las muestras SIN previo proceso de E.XTRACCiot1 se observa que la degrad~ 

ción es aún mayor, siendo de 45 % al tercer día y de 87 % al quinto 

día. 
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En el GRUPO COtl ADICIOtl OE FARHACOS, las muestras CON EXTRAf 

CIOH presentan un 30 l\ de degradación al ClMrto día y un 53 \ al qu1nto 

día; las muestras SIU EXTRACCION presentan un 52 % de degradación al 

cuarto día y un 64 % al quinto dÍd. Estos porcentajes son menores que 

los del Grupo Sin .\d1c1ón de FcÍrmacos. 

La d1 fe rene ia entre ambos grupos puede deberse a que en el 

plasma e.\l sten d1 forentes compuestos endógenos, que al rcacc l on.ir con 

los demás Fármacos, 1mp1den ld degrtldac1ón del clor.1nfcn1col. 

1\I dnal1zar los rcsuJ tados de Jas muestras que fueron almace 

nadas en CUARTO FRIO, en el GRUPO Sltl ADICIOll DE FARHACOS, las muestras 

COU EXTRACCIOU presentan buena estab1l1dad por un pí'rÍodo de 60 días 

(X ;:: 95.66 %) , en el caso de lrls muestras SIN prev10 proceso de EXTRAf. 

CIOH, la estabilidad se mantiene por JO dí.is (\ = 92.86 %) , siendo más 

baJos los valores a los 30 días (X " 84.66 %) ; p<>ra el GRUPO CON ADJ. 

CION DE FARMACOS, las muestr<ls CON Y SIN EXTRACC!ON permanecen estables 

por 60 días, correspondiendo una X ;:: 90 % a las muestrds sin extracción 

y una X= 96.69 \a las muestras con extracción (T1\0LA 12). 

De lo anterior, se puede decir que las mue..,,tras Oc pacientes 

que no tienen más fármacos que el cloranfcn1coJ, son estables, previo 

proceso de extracción, por 60 días; sin proceso de c.xtracción sólo son 

estables por 10 días. E.n cuanto a las mue!:itras que contienen m(ís Uírma 

cos que el cloranfenicol, son estables por un período de 60 días. 

Respecto a las mucstrc1s rt)macPndd<ls en COHCíLACION, TABLA 

13, se observa que las muestras 5111 EXTRACCION pcrtcncc1entes al GRUPO 

SIN ADICIOtl DE íARHACOS, se m.rnttenen f'stables hasta por 60 clías 

(X; 90 %); las pertenecientes"' GRUPO COll ADIC!Oll Dí íARMACOS, a los 

mismos 60 días, presentan UlhJ ma~or esldb1lid<1d ("X::. 97 %), 

Las muestras CON pre\. 10 pniceso de [XTRACCION, con o sin ddt

c1ón de fármacos, presentan una e:"cclenle eslab1J Jddcl hasta los 60 dí.is 

}"d que los \'rllores se mantienen C"ntre un 9H } 99 %. 

lle dcucrdo a los resuJ lados anteriores. !:.C p11ec.Je del'J r r¡ue !:.I 
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por algún motivo,l,1 muestra que se le tomó d un paciente se debe almace 

nar, se recomendaría, para obtener óptimos resultados, efectuar el pr.e_ 

ceso de extracción y almacenar el extracto en congelación¡ s1 no se pu.!:_ 

de efectuar dicho proceso de e.\.tracción, se recomendaría mantener la 

muestra en congelación. En caso de no contar con un congelador y sí con 

un cuarto frío, se recomendaría efectuar el proceso de extracción y an~ 

!izar la muestra antes de 30 días, o bren, analizar la muestra antes de 

10 días s1 no se efectúa el proceso de extracción. 

Para la TOLERAUCIA DEL SISTEMA, después de haber efectuado 

las var1ac1ones al sistema, se observa que: la Longitud de Onda se pu~ 

de variar de 254 a 313 nm., obteniéndose una mayor absorción a 280 nm •• 

ésto bajo las condiciones de un Detector de Longltud de Ond.1 fija; el 

cloranfen1col se puede separar en diferentes columnas, pero la que 

mejor lo separa es una columna de fase Inversa con 18 carbonos; se pu~ 

den utilizar diferentes fases móviles, mas la citada para éste método. 

la cual consiste en metano! : agua : ácido acético en una proporción de 

37 : 62 : 1, es la que dá los mejores resultados; el flujo puede aume!!_ 

tarse o dism1nu1rse, sin embargo, con 1 ml./min., la resolución es Ópt.!_ 

ma; el volúmen de inyección óptimo, es de 25 microlitros, aunque puede 

aumentarse hasta 100 microll tros para aquellas muestras con concentr!!_ 

ciones pequeñas, ya que a concentraciones grandes la capacidad de la 

columna no es buena. 
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CAPITULO VII 

e o N e L u 5 1 o N E 5 

Se desarrolló un método por Cromalografíc1 de líquidos para 

cuantificar cloranfen1col en plasma, eJ cual cumple con las s1gu1entes 

caracter í st1cas: 

El método es lineal en el intervalo de concentrac1ones de 0.5 

100.0 ug./ml., con un coef1c1cnte de currelac1ón r::: 0.998) un Jj_ 

m1te inferior de detección de 0.3 ug./mJ. 

El método es repetible, ya que su coeF1c1cnte de vartdCIÓn se 

encuentra entre 1.67 y S.55 %, 

El promedio de recuperación es de 100. 74'.t, con una desv1ac1ón 

estándar S ; 5.0 y un coeficiente de variación CV\ = 4.96, lo que ind.!_ 

ca que el método es exacto. 

El método P.:S espccíf1co en presencia de d1mctilp1razolona, d.!_ 

cloxacll1na, amikacina, pen1c1l1na (PSC), arr.p1c1l1na, ácido acet1l sal.!_ 

ci11co, metronidazol, clindam1crna y furosem1da. 

Las muestras que contienen clor.lnfenicol son estables en CO!!, 

gelac1ón durante 60 días s1 se r.fectúa prcv1.1mente el proceso de extra~ 

c1ón, en el caso de no efectuarse, d los mismos 60 dÍ.Js sólo se conser

va el 90 % de cloranfen1col. 51 Ja m11estra se ,1lm.Jccn.1 en cuarto frío, 

stn prev10 proceso de e,...lracc1ón 1 la muestra se mantiene estdble por 10 

días. 

Este método presentd lt1s Vf'nl.-1jo.1s de ser rápido y requerir 

volúmenes pequeños de suero o plasma (?00 m1crol1trus). 

En ba~e a las car.1cteríst1c.1s de l1ne,iJ11.J.Hl, rcpet1L11l1CJ.1d, 

sens1hd1dad y espec1f1c1dad, t:l método puede ser ut1l 11o.1clo pdrd el m!?_ 

n1torco lle niveles de cloranfen1col tanto en n11los como en Jcf11Jtos, así 

como para efectuar estudios de farmJcocinétJr,1 en humanos o en c1111mdles. 
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