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RESUMEN

Esta investigacion evalud la eficacia del metronidazol y tinidazol utilizados para eliminar Trichomona muris en
hamsters infectados naturalmente provenientes de un bioterio convencional. Se seleccionaron 40 hamsters machos
positivos a Trichomonas muris, diagnosticados por demostracion del trofozoito en examen coprologico. Se les
administraron los antiparasitarios a concentraciones crecientes de 2,5 5,0 6,25 y 7,5 mg/mL por via oral en una
sola toma diaria por 5 dias. Posterior a estas aplicaciones se instaurd un segundo tratamiento, cuya dosificacion
fue 7,5 mg/mL, con dos tomas diarias. Finalmente, al culminar dichos tratamientos se les practicé la necropsia.
El resultado del primer tratamiento fue una desparasitacion del 20% al 6,25 mg/mL con el uso de tinidazol,
obteniendo igual resultado para metronidazol al 7,5 mg/mL. En adicion, el tinidazol fue eficaz en 40% al 7,5 mg/
mL. Con respecto al tratamiento 2 se logro el 50% de desparasitacion con metronidazol al 7,5 mg/mL y el 100%
con tinidazol a la misma concentracion. Los datos expuestos de manera descriptiva sugieren una baja actividad
de los farmacos utilizados y resistencia del parasito; sin embargo, se recomienda el uso del segundo tratamiento
aplicado y el realizar estudios prospectivos in vitro e in vivo e incluir los derivados sintéticos del nitroimidazole
para asi obtener un esquema de administracion eficiente en la eliminacion del protozoario.
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Metronidazole and tinidazole effects on Trichomonas muris in hamsters

ABSTRACT

The main purpose of this research was to evaluate and compare metronidazole and tinidazole efficacy against
Trichomonas muris in hamsters naturally infected and raised under conventional bioterio conditions. There were
selected 40 male hamsters based on positiveness to 7. muris infection diagnosed for demonstration of the trofozoites
on the direct coprological observation. For this purpose metronidazole and tinidazole were administered daily,
initially given in one intake during five days at concentrations of 2.5, 5, 6.25, and 7,5 mg/mL by oral way during
five days. Thereafter, a second treatment was imposed with two intakes at 7.5 mg/mL. In the first five days of
treatment 1, it was obtained a 20% of parasite elimination using tinidazole at a 6.25 mg/mL concentration. A
similar response at was obtained by metranidazole at a concentration of 7.5 mg/mL. Additionally, tinidazole
efficacy was 40% at a concentration of 7.5 mg/mL. Regarding treatment 2, it was found 100% of effectiveness
for tinidazole at 7.5 mg/mL, whereas effectiveness for metronidazole was 50%, with an effective eradication
specter lower than the seven days period. It is evidence of a low efficacy of the drugs against tricomicide activity.
It is recommended to realize in vitro studies in order to evidence parasite resistance to synthetic drugs derived
from nitroimidazole and to stimulate the study and development of new alternative drugs able to proportionate
experimental models useful for research.
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[INTRODUCCION

La experimentacion con animales de laboratorio
ha sido un factor importante en el avance y desarrollo
en las ciencias biomédicas, por lo tanto, las patologias
generadas por diversos microorganismos, en especial
los de origen parasitario, interfieren de manera
preponderante en la fiabilidad de los resultados de una
investigacion. Las enfermedades asintomadticas que
pueden presentarse en estos sustratos vivos no deben
pasar desapercibidas por parte del investigador, ya
que dichas infecciones pueden estimular significativas
alteraciones metabolicas y fenémenos adversos
que conducirian a modificar sustancialmente los
resultados obtenidos y a incrementar costos, duracion
del ensayo en el tiempo y recursos de toda indole
aportados por la comunidad cientifica. Aunado a
estos, se suman los gastos generados en sistemas de
prevencion y repoblacion de colonias animales. Tales
complicaciones se evitarian mediante la prevencion
y la erradicacion selectiva de organismos patdgenos
en el animal proveniente de bioterio (Zuniga et al.,
2001).

Las infecciones parasitarias por protozoos
presentes en las colonias de hamster de laboratorio,
representan un problema dificil de controlar y deben
ser solventados con el uso y administracion de los
quimioterapicos mas apropiados. El metronidazol
posee un espectro extraordinariamente amplio de
actividad antiprotozoica y antimicrobiana y ha sido
muy utilizado en los seres humanos y en animales,
siendo activa contra diversos protozoos parasitos
anaerobios y bacterias anaerobias. El mecanismo de
accion de los nitroimidazoles se refleja en la toxicidad
selectiva que poseen contra microorganismos
anaerobios o microaerofilos y por células anoxicas
e hipoxicas (Brunton et al., 2006). Después de la
administracion oral, el metronidazol es rapidamente
absorbido, al menos un 80% en menos de una hora. La
biodisponibilidad oral es del 100% y no se modifica
por la ingestion de alimentos. Las concentraciones
plasmaticas obtenidas, tanto con la administracion
oral como parenteral, son proporcionales a las dosis
administradas y dan lugar a curvas de concentracion
en funciéon del tiempo, muy similares. También es
buena la absorcion por via rectal (Fernandez, 2002).

Con respecto al tinidazol, al igual que el
metronidazol, es un derivado del nitroimidazole
(Fernandez,2002). Puede administrarse eninfecciones
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producidas por tricomonas, giardiosis y amibiasis,
infecciones por organismos estrictamente anaerobios
y mas alla de esta aplicacion, también se administra
en las inflamaciones de la encia (Ferreiro et al., 2001).
El tinidazol es un antiparasitario y antimicrobiano.
Comparte con el metronidazol el mismo espectro de
accion y efectividad, pero los diferencia el tiempo
de vida media util, siendo para el tinidazol mayor
que para metronidazol. Este 5-nitroimidazolico
reducido produce pérdida de la estructura helicoidal
del ADN del parasito con ruptura de sus cadenas
(Ferreiro et al., 2001). El nitrato del tinidazol
inhibe la biosintesis del ergosterol y otros esteroles,
impidiendo la desmetilacion del lanosterol. Daiia
la pared y altera la permeabilidad de la membrana
celular y como resultado, se produce pérdida de
elementos intracelulares necesarios para la vida del
microorganismo. También inhibe la biosintesis de
los triglicéridos y fosfolipidos y la actividad de las
enzimas oxidativas y perioxidativas acumulandose
concentraciones toxicas del peroxido de hidroégeno en
los organelos.

En animales de laboratorio las tricomonas pueden
infectar una gran variedad de huéspedes, siendo
las especies mas frecuentemente identificadas la T
minuta que afecta rata y raton, 7. microti 'y T. criceti
hamster, 7. caviae cobayo y T. muris rata, raton y
hamster (Cuba, 1982). Las infecciones por 7. muris
pueden ser diagnosticadas por los signos clinicos,
tales como enteritis y caquexia, en hamster infectados
y por demostracion del trofozoito en el contenido
fresco proveniente del ciego o colon, emitiendo
estos movimientos abruptos o tambaleantes muy
caracteristicos. En las muestras histopatologicas
preparadas con hematoxilina y eosina, provenientes
del ciego o colon de los hospedadores, se pueden
observar estructuras tefiidas, tal como el nucleo
o la pared celular pobremente tefiida del parasito,
apareciendo esta ultima plegada sobre si misma
(Lipman et al., 1999).

A nivel mundial, se han realizado investigaciones
sobre la accion de los antiparasitarios sobre el genero
Trichomonas, entre los que se destaca el efectuado en
Canadé donde se emplearon metronidazol, tinidazol
y dimetronidazol para estudiar la eliminacion de
Tricomonas en ratones de laboratorio. Los resultados
obtenidos mostraron resistencia al tratamiento con
dimetronidazol a concentraciones crecientes de la
drogay lograron eliminacién de la trichomonas al usar
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2,5 mg/mL de metronidazol o tinidazol suministrado
de la misma manera logrando el 100% de efectividad
(Roach et al., 1988).

Enesteensayo se describen losresultados obtenidos
al evaluar el efecto de metronidazol y tinidazol en la
desparasitacion de hamsters infectados naturalmente
con Trichomonas muris.

MATERIALES Y METODOS

La poblaciéon inicial de la cual se selecciond
la muestra para el presente estudio fue de 680
hamsters dorados (Mesocricetus auratus) criados en
el bioterio de Sanidad Animal del Centro Nacional
de Investigaciones Agropecuarias, perteneciente al
Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas, en
Maracay, Aragua, Venezuela.

La muestra de la poblacion resultdé ser de 30
hamsters machos positivos a Trichomonas muris y
10 negativos, con 2 meses de edad y peso promedio
de 100 g, mantenidos individualmente durante toda
la experimentacion en jaulas de acero inoxidable
conteniendo como cama cascara de arroz estéril,
alimentacion ad libitum abase dealimento concentrado
(Ratarina®) y agua filtrada. Se practicaron medidas
higiénicas tales como: esterilizacion de jaulas,
bebederos y cama, se realizaron cambios una vez a la
semana de la cama de los animales.

La evaluacion de identificacion de protozoos en
animales para establecer el estado fisiologico, tanto al
inicio como durante el protocolo de investigacion, se
logré a través de la realizacion de necropsias; se toma
muestras del ciego e intestino delgado para efectuarles
el examen microscopico con solucion salina y detectar
la presencia de 7. muris, tomando como referencia lo
descrito por Lipman et al. (1999).

Se procedio a la aplicacion de los tratamientos
con metronidazol y tinidazol. El protocolo de trabajo
a la dosis terapéutica y administracion de las drogas
fue el utilizado en los estudios de Roach et al. (1988).
Para cada uno de los 4 grupos se seleccionaron al
azar 10 hamsters, asignados de la siguiente manera de
acuerdo a la dosificacion: grupo 1. No infectados y sin
administracion de fArmacos (control positivo), grupo
2. Infectados y sin droga (control negativo), grupo
3. Infectado y con dosificacion con metronidazol y
grupo 4. Infectado y con tinidazol. Las concentracién
de cada uno de los antiparasitarios fueron de 2,5 3,75
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5,0 6,25 y 7,5 mg/mL. Se evaluaron con respecto
a su actividad contra 7. muris. Las dosis de cada
farmaco fueron preparadas inmediatamente antes de
su administracion por via oral en una sola toma diaria
por 5 dias consecutivos. Luego, cada fAirmaco, a una
dosis de 7,5 mg/mL, se administro en dos tomas al
dia, una en la mafiana y la otra en la tarde, utilizando
una inyectadora de 1 mL. El Cuadro 1 presenta un
esquema de la aplicacion de los dos tratamientos y su
duracion usados para erradicar el parésito. Luego de
iniciado el tratamiento de cada una de las diferentes
concentraciones para los cuatro grupos, al 8 dia
de cada tratamiento se efectud el sacrificio de un
hamster por inhalaciéon con formaldehido. Se tomod
una muestra de ciego e intestino delgado para realizar
el examen coproldgico y detectar la presencia de T
muris.

Examen parasitolégico

Inicialmente, se realizd el examen microscopico
para determinar infeccién y realizar la seleccion de
los animales positivos a Trichomonas muris. En un
porta objeto se colocd separadamente una gota de
solucion salina al 0,85% y se cubridé con un porta
objeto de 22 x 22 mm y se observo al microscopio
con objetivo 10X y luego 40X. El diagnostico se
realizo mediante la demostracion de los trofozoitos
que permitieron observar la movilidad caracteristica
del microorganismo y la forma quistica indicativa de
resistencia.

Para determinar el porcentaje de desparasitacion
se utilizd una relacion semicuantitativa entre el grupo
tratado con metronidazol y el tratado con tinidazol
para determinar el porcentaje de eliminacion
parasitaria producida por los medicamentos. Para
tal fin, se dividio el campo visual del microscopio
en 4 cuadrantes, se contd la cantidad de parasitos
presentes en uno de los cuadrantes y se multiplico
por cuatro. Se realizd el contaje de trichomonas
para determinar el porcentaje de desparasitacion y
comparar los resultados obtenidos en los grupos III
con metronidazol y IV con tinidazol.

RESULTADOS Y DISCUSION

La prueba se inicio con la administracion de una
dosis terapéutica de 2,5 mg/mL de metronidazol y
tinidazol a los grupos III y IV, respectivamente, tal
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Cuadro 1. Representacion esquematica de los tratamientos utilizados para la erradicacion de Trichomonas

muris.

Dias

Grupo 111 Grupo IV

1

(O S SRS I ]

Metronidazol (2,5 mg/mL) Tinidazol (2,5 mg/mL)
1 toma diaria 1 toma diaria

6-7

Evaluacion

10
11
12
13
14

Metronidazol (3,75 mg/mL) Tinidazol (3,75 mg/mL)
1 toma diaria 1 toma diaria

15-16
17
18

Evaluacion

19
20
21
22
23

Metronidazol (5,0 mg/mL) Tinidazol (5,0 mg/mL)
1 toma diaria 1 toma diaria

24-25
26
27

Evaluacion

28
29
30
31
32

Metronidazol (6,25 mg/mL) Tinidazol (6,25 mg/mL)
1 toma diaria 1 toma diaria

33-34
35
36

Evaluacion

37
38
39
40
41

Metronidazol (7,5 mg/mL) Tinidazol (7,5 mg/mL)
1 toma diaria 1 toma diaria

42-43
44
45

Evaluacion

46
47
48
49
50

Metronidazol (7,5 mg/mL) Tinidazol (7,5 mg/mL)
2 tomas diarias 2 tomas diarias

51-52
53

Evaluacion Final
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como se muestra en el Cuadro 2. Los datos obtenidos
luego de esta dosificacion permiten definir que no hubo
disminucion de la carga parasitaria en ninguno de los
tratamientos utilizados. Tal resultado, contrasta con lo
referido por Roach et al. (1988), quienes demostraron
que el uso del metronidazol y tinidazol administrado
en el agua de bebida, a una concentracion de 2.5 mg/
mL fue eficiente en la eliminacion de 7. muris en los
ratones de laboratorio.

En vista de esto, se procedid a la aplicacion
del segundo tratamiento con una dosis mayor del
medicamento. Se repitié el protocolo variando la
concentracion de los medicamentos de 2,5 a 3,75 mg/
mL. Los resultados fueron similares ya que no se
observo disminucion de la carga parasitaria a dicha
concentracion. Nuevamente, se repitio el protocolo de
trabajo incrementando la concentracion a 5,0 mg/mL,
observandose movimientos lentos y atenuados de
los parasitos, pero sin eliminacion de estos para los
animales que fueron dosificados con metronidazol.
Por su parte, en los hamsters que recibieron tinidazol,
se evidencio un estado de latencia e inamovilidad
del trofozoito del parésito, pero sin eliminacion
del mismo. Una vez mas se repitio el protocolo de
trabajo con incremento de la concentracion de los dos
medicamentos a 6,25 mg/mL. Hubo una disminucion
de la parasitosis en 20% con el tinidazol. Sin embargo,
para el metronidazol no se evidencié disminucion ni
eliminacion de la parasitosis.

Continuando el ensayo y buscando la dosis
para la eliminacion de 7. muris se modifico la
concentracion de los dos medicamentos a 7,5 mg/mL
y se aplico la administracion de una toma diaria y
otro ensayo con la misma concentracion de 7.5 mg/
mL, pero con dos tomas al dia, una en la mafiana

Cuadro 2. Efecto antiparasitario de desparasitacion
frente a T muris del metronidazol y tinidazol
a distintas concentraciones.

Dosis Metronidazol Tinidazol
mg/mL %

2,5 0 0
3,75 0 0

5,0 0 0
6,25 0 20

7,5 50 100
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y otra en la tarde. El porcentaje de desparasitacion
fue el siguiente: En la evaluacion de forma clésica se
observo una eliminacién de la parasitosis en una 40%
para los hamster tratados con tinidazol y un 20% de
eliminacion para los tratados con metronidazol, asi
como se muestra en la Figura 1. Sin embargo, en los
animales con 2 tomas diarias de los medicamentos,
se evidencio la eliminacion total del parasito para los
que recibieron tinidazol y solo una desparasitacion
del 50% para el grupo que recibié metronidazol.

La resistencia al metronidazol se ha estudiado
ampliamente en trichomonas en cepas aisladas
en laboratorio. En Canada, Cudmore et al. (2004)
realizaron un estudio sobre el tratamiento de las
infecciones causadas por Trichomonas vaginalis
resistentes a metronidazol. En cuanto al tratamiento,
la administracion por via oral o intravenosa les resultd

B

Figura 1. Examen directo del contenido intestinal
del ciego e intestino delgado de hamsters
tratados con tinidazol y metronidazol en (A)
una sola toma a la concentraciéon de 7,5 mg/
mL con metronidazol, 20% de desparasitacion
y (B) tinidazol, 40% de desparasitacion.
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eficaz en un 85 a 95%. La reinfeccion y otros factores
deben considerarse cuando el tratamiento falla.
Estos autores también refieren que el 5% de los casos
resultan consecuencia de cepas trichomona resistentes
a metronidazol. El grado de resistencia a la droga
puede ser ttil al estimar la dosificacion que puede
ser eficaz aumentando la dosis o combinando varios
farmacos. La informacion limitada sobre el efecto de
estas drogas hace cuestionable si estos tratamientos
son curativos o no. Meri ef al. (2000) realizaron una
investigacion sobre la resistencia de trichomonas al
metronidazol y describen cepas resistentes. Se han
hallado mecanismos metabdlicos de resistencia al
cultivar estas trichomonas tanto en aerobiosis como
en anaerobiosis.

La resistencia anaerobia al metronidazol se
observa solo en estudios de laboratorio en cepas de
T. vaginalis y T. foetus expuestas a concentraciones
crecientes del farmaco en el cultivo. A diferencia
de estas, existen cepas que muestran un tipo de
resistencia al metronidazol cuando estas son aisladas
y cultivadas en aerobiosis.

Dichas cepas resistentes al medicamento
contienen valores mas bajos de ferredoxina, proteina
que cataliza la reduccion del metronidazol en dichos
microorganismos. El hecho de que disminuyan los
valores de ferredoxina, pero sin que desaparezcan
del todo, quizas explica porque las infecciones con
las cepas mencionadas suelen reaccionar a mayores
y mas prolongadas dosis de metronidazol (Brunton et
al., 2006).

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La  utilizacion del metronidazol como
antiparasitario de eleccion para la eliminacion de las
trichomonas en hamster no resultd ser efectiva, al
obtener solo una disminucion del 50% de los parasitos
a la concentracion de 7,5 mg/mL, administrandolo 2
veces al dia por 5 dias.

Se recomienda un tratamiento alternativo de
eleccion con la utilizacion del tinidazol por un
periodo menor a 7 dias a la concentracion de 7,5 mg/
mL, administrandolo 2 veces al dia por cinco dias.

La no determinacion de una dosis 100% efectiva
en este modelo experimental para eliminar esta
parasitosis in vivo permite recomendar estos ensayos
tanto in vivo como in vitro con la finalidad de
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determinar presencia o ausencia de resistencia frente
a Trichomonas muris bajo la accion de las azomicinas
(2-nitroimidazol).

Se sugiere continuar con el establecimiento de
una linea de investigacion basada en actividades
destinadas a la determinacion de un esquema de
administracion antiparasitaria frente a Trichomonas
muris que sea adecuado y eficiente, en funcion de
incluir y comparar en dichos trabajos, a saber: especie
animal, dosis terapéutica. via de administracion y
tiempo de dosificacion.
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