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ESTUDIO ANATOMO-HISTOPATOLOGICO INTESTINAL EN EL
TRATAMIENTO CON METRONIDAZOL EN ENTERITISAGUDA
INDUCIDA POR INDOMETACINA EN RATASALBINAS

Beatriz Moscol A.%, Alfonso Chavera C.2® y Pedro AnguloH.#

ABSTRACT

The anatomo histopathological characteristics of the intestine in rats with acute
enteritisinduced by injection of one dose of indomethacineand treated with metronizadole
were evaluated. Male albino Holtzman rats (n=50) were used. They were4 monthsold on
average and 250-275 g of body weight. Animals were equally distributed in five groups:
Control (Group 1), subcutaneously injected with indomethacine (15 mg/kg) (Group 2),
and injected withindomethacine plus 1, 2 or 3 doses of metronizadole (50 mg/kg) (groups
3, 4 and 5, respectively). The first dose of metronizadole was orally administered 50
minutes before the indomethacine and subsequent doses were every 5 hours. The
observation of lesions was done 48 hours | ater. Lesions were located in the mesenteric
side of themedium and distal jejune. Macroscopic lesionswere characterized by thickness
and dilatation of the intestinal wall, loss of the mucosa, hyperemia, and the absence of
lineal ulcers longer than 10 cm. No statistical differences were found between groups
treated with metronizadol e (p>0.05); however, differences between these groupswith the
indomethacine group (p=0.021) were found. Microscopic lesions were characterized by
erosion of themucosa, presence of fibrin and mienteric plexus degeneration. No differences
between the metronizadol e treated groups (p>0.05) were found.

Key words: metronizadole, indomethacine, inflammation, rat

REsuUMEN

Seevaluaron | as caracteristi cas anatémicas e histopatol 6gicas del intestino deratas
con enteritisagudainducidacon unadosisdeindometacinay tratadas con metronidazol.
Se usaron 50 ratas al binas machos delarazaHoltzman, de 4 mesesde edad promedioy de
250-275 g depeso vivo. Losanimales sedistribuyeron por igual en 5 grupos. El Lote 1 fue
el lote control, el Lote 2 recibié Unicamente la indometacina (15 mg/kg p.v. por via
sucuténea), y loslotes 3, 4y 5recibieron laindometacina, ademasde una, dosy tresdosis
de metronizadol (50 mg/kg p.v. por via oral), respectivamente. La primera dosis de
metronizadol se administré 50 minutos previosalaindometacing, y las demés dosis con
intervalos de 5 horas. Laobservacién delaslesiones serealizé alas 48 horas. Todas las
lesiones fueron halladas en el lado mesentérico del yeyuno medioy distal. Las|esiones
macroscopicas se caracterizaron por engrosamiento y dilatacion de la pared intestinal,
pérdidadelamucosae hiperemia, sin presenciade Ul ceraslinea es mayoresde 10 cm. No
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se encontraron diferencias en las lesiones macroscopicas entre los grupos tratados con
metronizadol (p>0.05), pero hubo diferencia entre estos con el grupo de indometacina
sola (p=0.021). Las lesiones microscopicas se caracterizaron por erosion de la mucosa,
presencia de fibrina y degeneracion del plexo mioentérico. No se encontrd diferencia
estadistica entre los grupos tratados con metronizadol {(p=0.05).

Palabras clave: metronizadol, indometacina, inflamacidn, rata

INTRODUC

Las patologias gastrointestinales, v en
especial las enteritis, tienen un gran impacto
economico en la salud y produccién animal
en el pais. Los diversos cuadros entéricos son
frecuentes y siempre perjudiciales en el cre-
cimiento y desarrollo de muchas especies.
Una enfermedad entérica causada por
Escherichia coli ocasiona el 50% de pérdi-
das de lechones antes del destete y reduc-
ciones en el ritmo de crecimiento e indices
de conversion de 30 a 50% (Camacho, 1997).
Por otro lado, se reconoce que la
enterotoxemia constituye la principal causa
de pérdidas en crias de alpacas y llamas lle-
gando hasta el 40 a 50% durante la presenta-
cion de brotes (Ramirez, 1990).

La presentacion de una enfermedad
entérica esta determinada por circunstancias
tales como la ausencia de inmunidad, altera-
cion de la actividad del intestino (estrés, tipo
de alimento, sobrealimentacidn, etc.), proce-
sos infecciosos (bacterias, virus, pardsitos) o
toxicos (toxinas bacterianas, micotoxinas, qui-
micos toxicos, ete.) (Camacho, 1997).

Muchas investigaciones evidencian que
los radicales libres y los oxidantes tienen un
rol importante en el dafio a nivel celular, yen
consecuencia dan lugar a lesiones tisulares
como las tlceras. Este proceso oxidativo pue-
de agravarse, y de hecho asi sucede, por la
disminucion de antioxidantes fisiologicos en
el proceso inflamatorio (Gross et al., 1994).
El metronidazol ha demostrado ser un barre-
dor de radicales libres, reduciendo las espe-
cies reactivas derivadas del oxigeno genera-
das por los neutrofilos en el sitio de 1a infla-
macidon (Davies et al., 1993; Milks et al.,
1986).
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En ratas albinas iibres de gérmenes o
en aquellas con tratamiento a base de
antibidticos se ha observado que quedan pro-
tegidas de perforaciones ileales retardadas
inducidas por indometacina. Esta evidencia
sugiere que la patogénesis del dafio intestinal
inducido por los AINES tiene mas de una fase:
inicialmente se tiene un dafio superficial en la
mucosa, proabablemente relacionado a los
efectos de la droga en si (por ejemplo,
deplecion local de prostaglandina), seguido de
un dafio de la mucosa por parte de ios conte-
nidos luminares perjudiciales, incluyendo la
flora bacterana, ocasionando una inflamacién
mas severa y a veces la perforacion (Davies
et al., 1993). Por otro lado, con la adminis-
tracion de metronidazol se puede observar la
disminucion de la permeabilidad intestinal in-
ducida por la indometacina (Davies y Jamali,
1997).

La motivacion del presente trabajo fue
prevenir el proceso inflamatorio intestinal con
la utilizacion de productos naturales con acti-
vidad antioxidante y antiinflamatoria, pero para
ello se requiere de modelos experimentales
en animales con productos de farmacologia
conocida. Para esto, se utilizd 1a indometacina
a fin de provocar una enteritis aguda en ratas
albinas Holtzman, basandose en el método
experimental propuesto por Yamada e al.
{1993) y modificado por Ramos (2003), en el
cual se hace una evaluacién aniatomo-
histopatolégica del grado de accién del
metronidazol en el intestino delgado en el
momento de mayor dafio.

MATERIALES Y METO

El estudio se realizd entre los meses de
mayo y setiembre del 2002, en el Laboratorio
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de Farmacologia, Toxicologiay Terapéutica
Veterinaria y en el Laboratorio de
Histopatologia Veterinaria de la Facultad de
Medicina Veterinaria de la Universidad Na
ciona Mayor de San Marcos.

Animalesy mangjo

Se utilizaron 50 ratas albinas macho de
larazaHoltzman, de 4 meses de edad y 250-
275 gramos de peso vivo. Los animales fue-
ron acondicionados en € laboratorio durante
20 dias como periodo de acostumbramiento,
donde se mantuvieron en lotes de 10 anima:
lesen jaulas metdlicas, recibiendo aguay di-
mento ad libitum (30 g por anima de di-
mento comercia) con cambio diario de cama
(viruta) .

Tratamientos
Seutilizaron 5 lotes de 10 animal es cada uno.

- Lote 1: Sn medicacion.

- Lote 2: Inyeccion subcutanea de
indometacina.

- Lote 3: Una dosis de metronidazol e
indometacina alos 50 minutos.

- Lote 4: Dos dosis de metronidazol a in-
tervalos de 5 horas e indometacina a los
50 minutos de la primera dosis.

- Lote 5: Tres dosis de metronidazol a in-
tervalos de 5 horas e indometacina alos
50 minutos de la primera dosis.

La indometacina se inyect6 via subcu-
tanea (disueltaen bicarbonato de sodio a 5%)
en dosis de 15 mg/kg p.v. El metronidazol se
dio por via ord en doss de 50 mg/kg p.v.
(1.25%).

Al segundo diadeiniciado € experimen-
to, se anestesiaron a los animales con
pentobarbital sddico via intraperitoned y se
procedio a una laparotomia exploratoria. Se
tomo aproximadamente 10 cm delaparte me-
dia dd intestino delgado para la evaluacion
delaslesiones. Losanimales se eutanasiaron
por shock hipovolémico, luego de tomada la
muestra.
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Evaluacion del dafo intestinal

Paraladeterminacion del dafio tisular y
lainflamacion del intestino delgado, lamues-
tracolectadafue abiertalongitudina mente por
el lado antimesentérico, seleccionando la sec-
cion correspondiented yeyuno ileon (Y amada
et al.,1993). Las lesiones inflamatorias se
evauaron utilizando laclasficacion de Sauson
y Cooper (1990).

El grado de lesion se evidencio por €
tamaiio eintensidad de laslesionesintestina-
les de cada tratamiento y en base a esto se
empled lapruebano paramétricade Kruskall
Wwadlis.

En € presente trabajo se administré
metronidazol como preventivo y tratamiento
en una enteritis aguda inducida por una sola
aplicacion de indometacina, con la finalidad
de observar su grado de proteccion. Al ob-
servar los hallazgos microscopicos, se nota
que las lesiones tipicas de inflamacion estéan
ausentes en lamayoriadelos animales, sen-
do & engrosamiento de la pared intestina e
hiperemialos més evidentes en los lotes 3y
5, respectivamente; asmismo, se apreciaque
estas lesiones representan un tercio del total
delaslesiones (Cuadro 1). Ademés, es nota
ble la ausencia de exudado mucoso en los
tres grupos de animales tratados con
metronidazol asi como |os pocos casos de Ul-
ceras (Cuadro 1).

Los pardmetros inflamatorios a nivel
tisular se muestran en e Cuadro 2. Los da-
fostisulares se pudieron reproducir end Lote
2 (Fig. 1). Se pudo observar la mucosa
erosionaday € corion expuesto como lesion
predominante en ratasdeloslotes4y 5 (Fig.
2). Asi mismo, se observo lesiones acompa:
fladas de fibrina en un tercio de los casos,
presencia de neutréfilos y moderado nimero
de linfocitos, con necrosis, vacuolizacion y
degeneracion dd plexo mioentérico (Fig. 3).
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Cuadro 1.  Hallazgos macroscopicos de lesiones intestinales (yeyuno) en 10 ratas albinas

por grupo experimental con enteritis inducida por indometacina y tratadas con
metronidazol

Animales afectados
Observaciones Total de

Lote 1> Lote2 Lote3 Lote4 Lote5 Afectados'

Engrosamiento de la 0 6 2 2 5 9
pared intestinal
Dilatacién de la pared 0 7 3 3 4 10
intestinal
Mucosa barrida 0 1 1 2 1 4
Hiperemia 0 6 4 1 5 10
Exudado mucoso
- amarillento 0 6 1 0 1 2
- rojizo 0 4 0 0 0 0
Ulceras
- Unicas y multiples 0 8 2 3 7
- lineales 0 6 1 1 i 3
- ausencia de tulceras 10 i 8 7 23

'Sobre un total de 30 (lotes 3, 4 y 5)

?Lote 1: Control; 2: Indometacina (1); 3: 1 + una dosis de metronidazol {(M); 4: 1 + 2 dosisde M; 5: 1+ 3
dosis de M

Figura 1. Intestino delgado (Lote 2, inyeccion de indometacina), seccion yeyuno-ileon {corte transversal).
Presencia de zona ulcerada tapizada con exudado fibrinoso (1) y bacterias (2). Se observa

ademas neutrdfilos y linfocitos (3), acompafiado de severa necrosis en la capa muscular (4).
H-E, 100x.
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Figura 2. Intestino delgado (Lote 3, Inyeccién de indometacina con una dosis de
metronidazol). Se observa la erosién de la mucosa (1), corion expuesto
(2) y submucosa con pérdida inicial de su arquitectura (3). H-E, 100x

Figura 3. Intestino delgado (Lote 3, Indometacina con una dosis de metronidazol).
Se observa vacuolizacion y degeneracion del plexo mioentérico y de la
capa muscular. H-E, 400x
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Cuadro 2. Hallazgos microscopicos de lesiones intestinales (yeyuno) en 10 ratas albinas
por grupo experimental con enteritis inducida por indometacina y tratadas con

metronidazol

. . . Animales afectados Total de
Parametros inflamatorios 5 f 1
Lote 1 Lote2 LlLote3 Loted4 Lote5 Afectados
Erosién de la mucosa 0 8 5 10 10 25
Corion expuesto 0 3 0 7 7 14
Presencia de fibrina 0 5 4 2 5 11
Presencia de bacterias
- Leve
- Moderado 0 0 0 1 1 2
0 6 0 0 0 0
Exudado neutrofilico
- Leve 0 9 1 | 2 4
- Moderado 0 0 4 3 4 11
-  Severo 0 0 0 1 1 2
Exudado linfocitario
- Leve 0 9 2 3 5 10
- Moderado 0 0 8 5 5 18
- Severo 0 0 0 1 0 1
Necrosis de la mucosa ] 9 5 3 6 16
Necrosis de la muscular y
vacuolizacion
- Leve 0 0 0 0] 3 3
-  Moderado 0 2 2 3 3 8
- Severo Q 7 3 1 2 6
Vacuolizacion y 0 3 5 4 6 15
degeneracion de plexo
mioentérico
Presencia de fibroblastos con
neoformacion de vasos
- Leve 0 1 0 2 3 5
-  Moderado 0 0 1 2 2 5
- Severo 0 8 4 0 0 4
Perforaciones con 0 5 2 1 1 4

seropaniculitis

! Sobre un total de 30 (lotes 3, 4 y 5)

Lote 1: Control; 2: Indometacina (1); 3: | + una dosis de metronidazol (M}); 4: I+ 2 dosis de M; 5: | +

3 dosis de M

RevInv Vet Peri
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Cuadro 3. Hallazgos macroscopicos de lesiones vasculares intestinales (yeyuno) en 10
ratas albinas por grupo experimental con enteritis inducida por indometacinay
tratadas con metronidazol

Animales afectados
Parametros vasculares Totdl de

Lotel? Lote2 Lote3 Loted Lote5 arectados’

Arteria con endotelio destruido

y cepa muscular vacuolizada 0 9 6 7 7 20
Vena con endotelio destruido 0 9 7 7 7 21
Arteriola con microtrombo 0 9 5 4 6 15
Edemaen subserosa
- Moderado 0 0 5 5 5 15
. Severo 0 9 0 0 0 0

; Sobre un total de 30 (lotes 3, 4y 5)
Lote 1: Control; 2: Indometacina (I); 3: | + una dosis de metronidazol (M); 4: | + 2 dosis de M; 5: 1 + 3
dosis de M

Cuadro 4. Grados de lesion macroscopica del intestino afectado (yeyuno) en 10 ratas
albinas por grupo experimental con enteritis inducida por indometacina y
tratadas con metronidazol, segun la escalade Y amada et al. (1993)

Animales evaluados Tota de
Grado® | e 12 Lote 2 Lote3 Lote 4 Lotes  afectados’
Cero 10 1 2 1 3 6
Uno 0 1 4 1 0 5
Dos 0 0 1 4 0 5
Tres 0 0 1 1 5 7
Cuatro 0 2 2 3 2 7
Cinco 0 6 0 0 0 0

! Sobre un total de 30 (lotes 3,4y 5)
?Lote 1: Control; 2: Indometacina (1); 3: I + una dosis de metronidazol (M); 4: | + 2 dosis de M; 5: 1 + 3
s dosis de M
Grado 0: sin cambio en la mucosa y serosa
Grado 1:hiperemia y/o sangrado petequial
Grado 2:erosion de la mucosa o ulceracion
Grado 3: s6lo erosién de la mucosa o ulceracién con lesiones hiperémicas, adhesivas o hemorragicas
en la serosa y mesenterio
Grado 4:multiples erosiones o ulceraciones (<10 cm)
Grado 5:multiples erosiones o ulceraciones (>10 cm)
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Cuadro 5. Grados de lesién microscépica del intestino afectado (yeyuno) en 10 ratas
albinas por grupo experimental con enteritis inducida por indometacina y
tratadas con metronidazol, usando la clasificacion de Slauson y Cooper (1990)
3 Animales evaluados Total de
Grado i
Lote 1° Lote 2 Lote 3 Lote 4 Lote 5 Afectados
Sin lesion 10 | 1 1 1 3
Leve 0 0 4 1 0 5
Moderado 0 2 I 3 5 9
Severo 0 7 4 5 4 13

! Sobre un total de 30 (lotes 3,4y 5)

Lote 1: Control; 2: Indometacina (1); 3: | + una dosis de metronidazol (M), 4: | + 2 dosisde M; 5: 1+ 3

dosis de M

Grado leve: incluye escasa destruccion de tejido, escasas evidencias de dafio vascular (hiperemia y

edema) y poca exudacion.

Grado moderado: la reaccion usualmente comprende una parte de tejido dafado y hallazgos
visibles de reaccion inflamatoria a la injuria, manifestada por la acumulacién de feucocitos y

fendmenos vasculares.

Grado severo: comprende ia extensién de la reaccion moderada, en la cual se observa
considerables dafos del tejide en una gran extension y abundante exudacion.

La presencia de linfocitos y
neutrofilos en grado moderado indica una re-
solucion de las lesiones, posiblemente debido
a la minima presencia de bacterias (accion
antibidtica) o a la posible inhibicién de adhe-
rencia leucocitaria provocada por el
metronidazol o por medio de la posible for-
macién de 6xido nitrico a partir de éste.

Asi mismo, la mayor cantidad de ca-
sos con lesiones moderadas en los anima-
les del Lote 3 se debié a la mayor cantidad
de bacterias existentes, puesto que en ese
caso s0lo se us6 una dosis de metronidazol.
Por otro lado, los casos de perforaciones con
seropaniculitis fueron minimas en los lotes 4
vy 5 (Cuadro 2).

Los dafios vasculares se dieron en to-
dos los grupos. La destruccion endotelial de
las arterias y venas conjuntamente con el
edema moderado en la subserosa se observd
en la mayoria de los animales tratados con
metrozinadol (Cuadro 3).

Entre las lesiones macroscopicas, se-

gun la clasificacion de Yamada et al. (1993),
se pudo apreciar la ausencia de erosiones
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muiltiples o ulceraciones mayores de 10 cm (gra-
do 5) (Cuadro 4) en todos los tratamientos.

Los hallazgos microscopicos, segun la
clasificacion de Slauson y Cooper (1990),
muestran que entre cuatro y cinco animales
por lote presentaron lesiones severas, fo cual
representa menos del 50% del total de ani-
males tratados con metromidazol; y por lo
menos, uno no presentod algin tipo de lesion.
Ademas, cabe mencionar que los animaies
del Lote 3 (1 dosis) tuvieron mads lesiones le-
ves que los otros que recibieron dosis adicio-
nales de metronidazol (Cuadro 5).

Al analizar los datos por medio de la
prueba no paramétrica de Kruskall Wallis se
pudo observar que el grado de accion del
metronizadol (tanto en los hallazgos
macroscopicos como en los microscopicos)
no tuvieron mayor diferencia estadistica en-
tre los tres lotes tratados. Sin embargo, exis-
tio diferencia significativa estadistica entre los
lotes tratados con metronidazol y aquel que
no lo tuvo (Lote 2) (p=0.021), perosdloenlo
que se refiere a lesiones macroscdpicas, mien-
tras que en las lesiones microscopicas no
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existe esta diferencia, aunque si una tenden-
cia a que los animales con una dosis de
metronizadol presenten lesiones microscopi-
cas menores.

Discusion

Ramos (2003) propuso un modelo de
enteritisagudainducidapor indometacina, con
unadosissimilar aladd presente estudio, en
ratas dbinas de raza Holtzman machos, lo-
grando lesiones en todos los animales, com-
probando que las lesiones quedaban limita-
dasd intestino delgado medio. Similarmente,
se pudo reproducir lesiones en el lado
mesentérico del yeyuno, reportadas en otros
trabgjos, y més especificamente en los luga-
res irrigados por los capilares (Anthony et
al., 1997). En € presente estudio se pudo
reproducir lasmismaslesiones, todasellasen
el lado mesentérico dd yeyuno (Fig. 1).

Las lesiones intestinales halladas en €
presente estudio se encontraron en € yeyuno
medioy termina. Wax et al. (1970), por otro
lado, demostraron mediante estudios
toxicolégicos en animales que las lesiones
aparecen tipicamente en e yeyuno terminal
y € ileon, yaque es e sitio de absorcion acti-
vade lahilis.

Se pudo comprobar € efecto protector
del metronidazol, pero alin no se sabe cuales
son |os mecanismos de proteccion. Y amada
et al. (1993) sugieren que es debido asu ac-
cién antimicrobiana. Por otro lado, Daviesy
Jamadli (1997) demuestran que @ metronidazol
protege contra € aumento de la permeabili-
dad intestinal inducidapor laindometacinaen
una etapa temprana (12 horas antes de lain-
duccion) y concluyen que e metronidazol es
dependiente deladosisy que en dosiseleva
das, interfiere cuando la participacion de las
bacterias luminales es poco evidente.

Evansy Whittle (2001), al administrar
indometacinaen ratas abinas, incrementaron
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el nivel vascular delaadbuminaen € yeyuno,
asociado con la induccion del éxido nitrico
sintetasainducible. Al tener estas evidencias,
administré metronidazol (200 mg/kg/dia) en
forma preventiva, por lo que aribuye d efecto
protector del metronidazol ala reduccion del
dafio microvascular y aprevenir laexpresion
de la actividad del 6xido nitrico sintetasa
inducible (iNOS). Ta como se puede obser-
var en e Cuadro 3, los dafios vasculares son
elevados en € Lote 2, en los cuaes solo se
empled indometacina; mientras que en los
lotes 3, 4 y 5 tuvieron menos animales afec-
tados a ese nivel.

Los resultados de este trabgjo confir-
man estudios previos en donde & metronidazol
fue asociado con la reduccion significativa
en d dafio intestina macroscopico inducido
por indometacina. Ademas, e metronidazol
previno los cambios en la permesabilidad in-
testina inducida por AINES 48 horas des-
pués de la administracion de indometacina,
donde se hareportado en estudios anteriores
gue es e momento de mayor injuria. Al en-
contrar ciertaproteccion ene Lote 3, sepue-
de sugerir que & metronidazol interviene en
unafasetempranade dafio intestinal con una
pequefia 0 ninguna influencia de los agentes
ofensivos luminaes.

CONCLUSIONES

El metronidazol protege € intestino del-
gado delainflamaci6n aguda provocada
por una sola dosis de indometacina.

El efecto protector del metronidazol se
atribuye no solo a aspecto antibacteriano
de ladroga, sino a otros que todavia es-
tan en estudio.

No hubo diferencia estadistica entre los
3 grupostratados con metronidazol, pero
si hubo diferencia significativa entre es-
tos con € lote control de indometacina
sola, en lo que se refiere a lesiones
macroscopicas.
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