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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

En julio de 1946 se fundé la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) que en su declaracion de principios
establecié que “el goce del mas alto grado de salud que se puede lograr es uno de los derechos
fundamentales de cada ser humano, sin distincién de raza, religion, credo politico o constitucion econémica
y social”; la OMS define la salud como el estado de completo bienestar fisico, mental, social y no solamente
como la ausencia de enfermedad o invalidez.

Todos hemos acudido en algin momento al botiquin buscando un medicamento o analgésico que nos
ayude a contrarrestar nuestro malestar y muchas veces lo hacemos sin prescripcion médica y sin observar
la fecha de caducidad de la sustancia que vamos a ingerir; sin pensar que el hecho de tomar un
medicamento caduco puede tener consecuencias de importancia sobre nuestra salud. Por esta razén en
este trabajo se pretende evaluar la actividad antimicrobiana de medicamentos caducos y el efecto que
éstos pueden tener sobre los tejidos de Mus musculus.

MARCO TEORICO.

Los medicamentos son de un gran valor para todos nosotros, curan, alivian el dolor, previenen
enfermedades, y en general nos permiten alargar nuestra vida y mejorar su calidad; pero cuando han
caducado o se encuentran en mal estado, los medicamentos pueden ser un riesgo para nuestra salud y la
de nuestra familia, ademas de representar un riesgo para el medio ambiente (SEMARNAT, 2008).

Las propiedades de los medicamentos que pueden alterarse por su caducidad y sus consecuencias
potenciales son:

1. Quimicas. Cada ingrediente activo puede variar su integridad quimica y la potencia
declarada.

2. Fisicas. Pueden alterarse algunas propiedades fisicas originales: apariencia, uniformidad,
disolucion y color.

3. Microbiologicas. Puede afectarse la esterilidad o la resistencia al crecimiento bacteriano.

4. Terapéuticas. Pueden modificarse los efectos terapéuticos.

5. Toxicologicas. Pueden ocurrir cambios en la toxicidad por formacion de productos toxicos
(Debesa, Fernandez y Pérez, 2004)

El Metronidazol: es un medicamento que se ha utilizado desde hace casi ya medio siglo para tratar
infecciones provocadas por algunos tipos de bacterias y protozoos anaerdbicos. Es un antibibtico y
antiparasitario gastrointestinal que pertenece al grupo de los nitromidazoles. Este medicamento viene
envasado en forma de tabletas para tomar por via oral; generalmente se toma 2 o 3 veces al dia durante 5
a 10 dias.

El Metronidazol ha sido relacionado con el desarrollo de cancer en animales de laboratorio, pero segun
expertos, el beneficio del tratamiento es mayor que el riesgo.
(www.facmed.unam.mx/bmnd/gi_2k8/prods/PRODS).

La Amoxicilina: es una penicilina semisintética, de amplio espectro, es bactericida y actda inhibiendo la
biosintesis del mucopéptido de la pared celular bacteriana (op cite)

La Gentamicina: es un antibiético aminoglucésido de amplio espectro, tiene actividad muy limitada sobre
estreptococos. Carece de actividad sobre bacterias anaerobias. La gentamicina inyectable esta indicada en
infecciones causadas por gérmenes sensibles que producen infecciones abdominales, infecciones de piel y
tejidos blandos, gastrointestinales y biliares entre otras (op cite).
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Se ha reportado un aumento en la nefrotoxicidad después de la administracién concomitante de los antibio-
ticos aminoglucosidos y las cefalosporinas (op cite).

El Septrim: es un medicamento de amplio espectro formulado por la accién de trimetoprima y una
sulfonamida. Presenta actividad sobre Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Streptococcus
pneumoniae entre otros. La dosis en nifios es de 7.5-8 mg/kg/dia de TMP (37.5-40 mg/kg/dia de SMX)
divididas en dos administraciones diarias cada 12 horas durante 7 a 14 dias. Raramente se han reportado
alteraciones hepaticas. (op cite).

BACTERIAS.

a) Staphylococcus aureus: Son cocos esféricos grampositivos ordenados en grupos
irregulares que producen catalasa, se encuentran a menudo en la nariz y en la piel; crean
abscesos y enfermedades de las vias respiratorias.

b) Streptococcus pneumoniae. Causa neumonia, meningitis e infecciones de las vias
respiratorias superiores. Son cocos esféricos grampositivos ordenados por pares, se
multiplican en los tejidos y causan inflamacién, cuando alcanzan los alvéolos se produce un
derrame de liquidos, eritrocitos y leucocitos conduciendo a la consolidacién del pulmon.

c) Escherichia coli: Es la causa mas comun de infecciones en vias urinarias y sepsis por
bacilos gramnegativos. Es una bacteria anaerobia facultativa muy abundante en el colon y
en las heces; fermenta la lactosa y produce un gran niumero de padecimientos dentro y fuera
de las vias intestinales (Levinson y Jawets, 1999).

d) Vibrio cholerae: Es una bacteria que solo afecta al hombre y que se transmite por
contaminacion fecal de agua y alimentos, tiene forma de coma o vibriébn y es gramnegativa.
La patogénesis depende de la colonizacién del intestino delgado por el microorganismo. Ha
sido causante de epidemias y pandemias en todo el mundo (Levinson y Jawets, 1999).

Mus musculus

Reino: Animalia

Phylum: Chordata

Clase: Mammalia

Orden: Rodentia

Familia: Muridae

Género: Mus

Especie: Mus musculus L, 1758.

El raton de laboratorio es un roedor, usualmente de la especie Mus musculus, que se utiliza para la
investigacion cientifica. Con frecuencia los ratones de laboratorio son blancos, y algunos son albinos
(Alvarez-Romero y Medellin, 2005).

Los ratones de laboratorio deben pertenecer a una cepa pura o endogamica, donde los individuos de una
misma cepa llevan los mismos genes, por lo cual se facilita la comparacion de los efectos de los diferentes
tratamientos (farmacos, entorno fisico, etc.) sin que se produzca confusion debido a las diferencias
genéticas. La cepa mas utilizada ha sido la C57, aunque existen disponibles muchas variedades (Nowalk,
1991).

Las principales vias de administracion de farmacos en Mus musculus son: a) via enteral que incluye la
administracion a través del aparato digestivo como son la via oral y la rectal, b) via parental que se aplica
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para las formas inyectables como la via intravenosa, intraperitoneal, subcutdnea e intramuscular entre otras
(Llera del Portal, Llera del Portal M, y Llera Martin, 1991).

TEJIDOS

El higado es el gran laboratorio quimico del organismo. Es un érgano que se encuentra en la porcion
superior derecha y es el 6rgano mas voluminoso. Es de color rojo intenso por la gran cantidad de sangre
gue contiene (Bergman, Afifi y Heidger Jr, 1998).

El higado tiene tres funciones principales:

1. Almacenamiento: Grasa, vitaminas, minerales, hidratos en forma de glucégeno; cuando estas
sustancias se encuentran en exceso, el higado las almacena y las regresa a la circulacién cuando
disminuyen o son requeridas por otro tejido.

2. Transformaciones y conjugaciones: Es responsable de eliminar o transformar sustancias
manteniendo una composicién adecuada en la sangre.

3. Sintesis: Produce numerosas proteinas de la sangre como la albumina (presiéon en la sangre) y la
protombina (coagulacion) (Higashida, 1997).

Los riflones son dos érganos que se encuentran colocados a los lados de la columna vertebral. Tienen
forma parecida a la de un frijol y son de color pardo, rojizo (Higashida, 1997); cumplen muchas funciones
entre ellas:

la excrecion de desechos,

la regulacion de la homoestasis total del cuerpo

la regulacion del volumen de los fluidos extracelulares

la composicién de los electrolitos (Bergman, Afifi y Heidger Jr, 1998).

PoNPE

El rifidn tiene gran importancia como d6rgano de desintoxicacion debido a que produce cambios en los
téxicos que los hace inocuos o menos toxicos y facilitan su excrecion via la orina.

OBJETIVOS

Evaluar la actividad antimicrobiana de medicamentos caducos.
Comparar el efecto de medicamentos caducos con el efecto de medicamentos vigentes.
Evaluar el efecto de los medicamentos caducos sobre los tejidos de Mus musculus.

HIPOTESIS.

Si los medicamentos caducos no pierden su eficacia aun después de la fecha de caducidad,
entonces presentaran un halo de inhibicién sobre cepas bacterianas.

Si los medicamentos se administran después de la fecha de caducidad entonces presentaran un
efecto nocivo sobre los tejidos del higado y los riflones de Mus musculus.

METODOLOG IA Obtencién de cepas Obtencion Obtencion cepas de

bacterianas de Medicamentos lMug muzculuz

Gram negativas

E. coli
V. cholerag o

|Gram positivas

|-—-\mcxicilina| Gentamicina || Septrim |I ‘etrcnidazcl|

Técnica de

Preparar indculos Calcular dosiz | Fijar
Kirby Bauer | y Administrar | Diezhidratar
: ! L

Aclarar

Incubar 24 hrz Incluir en parafina
azire Cortar

Medir halos de inhibician Ob=ervar en &l micrezcopie

5. pneumoniae

‘S. aureus
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MATERIALES

Cepas bacterianas de Staphylococcus aureus, Streptococcus paneumonia, Escherichia coli y Vibrio
cholerae caso clinico no patdégeno, Agar Mueller Hinton, 50 cajas petri, Incubadora, Medicamentos caducos
(Gentamicina, Amoxicilina, Septrim y Metronidazol), 50 ratones Mus musculus de la cepa C 57, 10 jaulas
para ratones, 10 dispensadores de agua, Aserrin, Alimento para ratones, Micropipeta de 5 microlitros,
Agujas para insulina, Estuche de diseccion, Formol, Alcohol absoluto, Xilol, Parafina, Microtomo,
Microscopio 6ptico, Hematoxilina eosina

METODO.

I. Obtencion de las cepas bacterianas.

Las cepas bacterianas fueron proporcionadas por la FES Iztacala de la Universidad Nacional Autonoma de
México, Unidad de Biotecnologia y Prototipos, Laboratorio de Fitoquimica. Se seleccionaron dos cepas del
tracto digestivo y dos cepas del tracto respiratorio: Escherichia coli con nimero ATCC 53-218, Vibrio
cholerae caso clinico no patégeno, Staphylococcus aureus con numero ATCC 29213 y Streptococcus
pneumoniae con clave ATCC 19430.

Il. Obtencion de los medicamentos.

Los medicamentos seleccionados fueron Amoxicilina Gl de 250mg con fecha de caducidad octubre del
2008, Gentamicina Gl (ampolleta) de 80mg/2 ml, con fecha de caducidad de septiembre 2005; Septrim con
fecha de vencimiento octubre 2009 y Metronidazol 500 mg, con fecha de caducidad enero 2009.

lll. Actividad antimicrobiana.

La actividad antimicrobiana de los farmacos caducos se determino usando la técnica de difusiéon en agar de
Kirby Baler (Realizandose bioensayos con diez replicas. La concentracion utilizada de las fracciones fue
de: 20 pg por sensidisco. El control consistié en sensidiscos con 20 ul de agua destilada y esterilizada. Las
cajas se incubaron por 24 horas a 37° C.

VI. Disefio experimental.

Se formaron 10 grupos cada uno con 5 ratones.

El primero y el sexto grupo fueron los controles negativos ya que no se les
administré ninglin medicamento

Los grupos 2, 3, 4 y 5 fueron los grupos experimentales ya que se les
administré el medicamento caduco y los grupos 7, 8, 9 y 10 fueron los
controles positivos, ya que se les administré la misma dosis de
medicamento pero vigente. La dosis se calculé tomando en cuenta el peso
de los individuos (ver tabla)

Grupo Dosis Medicamento

2 6 ul cada 8 horas por 7 dias. Via oral. Septrim vigente

7 Septrim caduco

3 una unidad inyectable cada 24 horas por 5 dias Gentamicina vigente

8 Gentamicina caduca

4 6ul cada 8 horas por 7 dias, via oral. Amoxicilina vigente

9 Amoxicilina caduca

5 3ul por 7 dias, cada 12 horas. Via oral. Metronidazol vigente

10 Metronidazol caduco

VII. Obtencion de los tejidos.
Una vez administrados los medicamentos y concluido el tratamiento se disectaron los ratones, los rifiones y
los higados fueron fijados con formol tamponado con un buffer de potasio al 2.5%. Para la deshidratacion
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se utilizaron distintas concentraciones de alcohol. La aclaracion se hizo con xilol y la inclusion en parafina y
el corte se realizaron bajo la direccién de la Dra. Concepcion Sanchez en el hospital Infantil (ver anexo 3).
Los tejidos fueron tefiidos con hematoxilina-eosina (veranexo 4).
VIll. Comparacion de las muestras.
Los tejidos obtenidos de los grupos experimentales fueron comparados con los del grupo control y se
observaron en el microscopio 6ptico a 40X.
RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS.

En la prueba de sensibilidad, los medicamentos caducos conservaron su actividad antimicrobiana.

Bacteria Septrim | Amoxicilina | Gentamicina | Metronidaz | | 5 tabla 1 muestra que Staphylococcus
= ol aureus fue sensible a todos los
S&?gug ococcus | 35 25 25 0 antibiéticos, excepto para
Stront 0 > = 5 metronidazol, que no es medicamento
eptococcus que se administre para contrarrestar
preTmorhas una infeccibn por este patégeno
Vibrio cholerae | 0 17 0 0 P - _patogeno,
ce Streptococcus ~ pneumoniae _r’e_sulto
Escherichia coll 1 10 10 0 0 sensible a todos los antibidticos,

siendo mas vulnerable a la

gentamicina a pesar de que el
medicamento expird6 en en 2005, Vibrio cholerae caso clinico no patégeno sélo resulto sensible a la
Amoxicilina con una diametro de 17 mm, mientras que Escherichia coli presentd halos de inhibicion con
Septrim y Amoxicilina. Esto nos permite determinar que los medicamentos arriba mencionados siguen
presentando actividad antimicrobiana atn despues de la fecha de vencimiento, lo que sugiere que la fecha
de caducidad puede no estar relacionada con eficacia del medicamento, sino con procesos gquimicos o
toxicoldgicos del antibidtico.

El antibiético mas efectivo fue la Amoxicilina que tuvo efecto sobre todas las cepas 4 g
bacterianas. ®
Como los medicamentos no perdieron su eficacia se determino su efecto nocivo sobre ©

los tejidos de Mus musculus. Se realizaron las disecciones de los miembros de cada B »
grupo, se separaron los higados y rifiones para fijarlos ademas de deshidratarlos. _

No hubo un cambio significativo en la coloracién y/o forma de los higados y los rifiones
de los ratones que fueron tratados con los medicamentos vigentes y los ratones del
grupo control a los cuales no se les administro ningiin medicamento, razén por la cual
pensamos que los medicamentos normales no causan dafio visible sobre los 6rganos
de Mus musculus.  Sin embargo los 6rganos y tejidos de los ratones tratados con
medicamentos caducos si presentaron diferencias significativas con respecto a los
grupos control (sin medicamento

Se observa un tumor en el higado de los ratones tratados con Metronidazol caduco.

Las muestras del grupo control (sin medicamento), se compararon con las del medicamento vigente y con

las del medicamento caduco i % ; ——
. | o bl RIGE LR
En esta imagen es posible observar los cortes histologicos s.l;w;_',x e ol N8 - ’
de los higados de los ratones a los que se les administré 2y ._,.«"',:.},i ; S 4A J g\ R
Amoxicilina y se observa una coloracién distinta entre los ;’5;5 > ,e, O TN " |
tejidos del grupo control y los tejidos de los ratones a "{)}&t ',33 & 5 Py g & {
S 2 W = 3 Il
(¥ igk o 3070 P
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los que se administraron los medicamentos. Se aprecia un aumento en el tamafio de las células con
Amoxicilina caduca y la disminucion de los espacios intersticiales con respecto al control positivo, es decir
aquellos a los que se les administré amoxicilina vigente. Seria conveniente realizar pruebas para buscar
ictericia y pruebas para detectar urea y poder afirmar o descartar dafio hepético en los individuos

De izquierda a derecha grupo control, medicamento vigente y medicamento caduco.

Los tejidos del higado de los animales tratados con
Metronidazol. Se nota una tonalidad diferente entre el
grupo control (sin medicamento) y el metronidazol
vigente, no hay diferencia con respecto al tamafo y
morfologia de las células; sin embargo con el
metronidazol caduco se observa que los hepatocitos
tienen un nudcleo méas pequefio en relacion con el
citoplasma, se nota el horificio donde se encontraba el
tumor y zonas dafiadas.

El metronidazol caduco si causa problemas hepaticos en Mus musculus. Se debe tener especial cuidado al
administrar este medicamento, vigilar la dosis y la vigencia del medicamento con la finalidad de proteger el
igado de las personas, ya que la dosis que consumimos podria causar un dafio en este 6rgano que es muy
importante para el correcto funcionamiento de nuestro cuerpo.

NN . VN Esta ldmina muestra la diferencia que existe en el
’ : . 3 \ tejido de higado de rifibn con Metronidazol. El control
negativo y el control positivo son similares, sin
$34 “ N embargo el grupo tratado con el medicamento caduco
.:' ‘x‘*“‘ “ ! ,‘,‘,\ se ve muy diferente; el tejido se ve estriado, hay

$ ; . . i
_q{:"w“‘,‘t % .,} 15\ diferencias en el color de las células y éstas se ven

diseminadas y separadas entre si.
Es de primordial importancia estar alerta en la vigencia de los medicamentos que consumimos, hacer
inspecciones constantes del botiquin y sobre todo evitar la automedicacion.

CONCLUSIONES.

Los medicamentos en general pueden alargar su fecha de conservacién hasta por 90 dias si se conservan
en lugares frescos y no son expuestos a cambios bruscos de temperatura, sin embargo no es conveniente
usarlas despues de la fecha de vencimiento.

La gentamicina, Amoxicilina y Septrim conservan su eficacia aun despues de la fecha de caducidad.

El medicamento mas efectivo contra las cepas probadas fue la Amoxicilina aunque caducoen octubre del
2008.

La Gentamicina caduca inhibio el crecimiento de Staphylococcus aureus y Streptococcus pneumoniae a
pesar de tener 5 afios de haber vencido.

El Septrim caduco presentd actividad antimicrobiana para Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae y Escherichia coli, resultando inocua para Vibrio cholerae caso clinico no patégeno.

El Metronidazol caduco solo ayudo a inhibir el crecimiento de Streptococcus pneumoniae.

Los medicamentos caducos si pueden tener repercusion en el higado y en los rifiones de los individuos que
los ingieren.

Es conveniente desechar los medicamentos caducos y no consumirlos

En México no existe una cultura para el correcto manejo de medicamentos caducos y no actualizamos los
botiquines de manera frecuente.

La SEMARNAT vy el Instituto de Ecologia de la UNAM manejan programas para desechar de manera
correcta los medicamentos ya que son una fuente de contaminantes y/o residuos peligrosos.

La Gentamicina caduca fue el medicamento mas inocuo al no causar dafio en los tejidos del higado y
rinones de Mus musculus aun con una fecha de caducidad anterior a 5 afios.

Pagina 7



Evaluacién antimicrobiana de medicamentos caducos y sus efectos sobre tejidos de Mus musculus.

La Amoxicilina caduca solo causo un ligero cambio en la coloracion de hapatocitos, y no tuvo ninguna
repercucion sobre los rifones de Mus musculus.

El Septrim caduco produce cambios significativos en el rifién ya que las células se ven con una coloracion
distinta y el tejido se ve diseminado.

El Septrim caduco generé cambios significativos en los tejidos de riflones de Mus musculus que lucen una
coloracién distinta y el tejido se ve disgregado

El metronidazol fue el medicamento mas agresivo con los tejidos de Mus musculus.

El Metronidazol caduco causo tumores y hepatoxicidad con cambios morfolégicos y funcionales.

En Metronidazol caduco propicié un efecto nefrotéxico en Mus musculus.

Los rifiones son los encargados de filtrar la orina y con ello eliminar toxinas y el higado es el laboratorio
guimico del organismo por lo que cualquier sustancia toéxica causara una modificacion en el tejido.

PROYECCIONES A FUTURO.
Realizar pruebas para detectar la hormona a feto que ayuda a identificar el carcinoma hepético.
Difundir la importancia de no utilizar medicamentos caducos y renovar continuamente los
medicamentos del botiquin.
Dar a conocer las estrategias del Instituto Nacional de Ecologia par el correcto desecho de los
medicamentos asi como los lugares establecidos para dicho propdsito.
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