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ARTIGO ORIGINAL

Resumo
Contexto: Cerca de 2,7% da população brasileira tem úlceras

crônicas nos pés e nas pernas, porcentagem que chega a 10% nos diabé-
ticos e que representa a segunda causa de afastamento do trabalho no
Brasil. Isso demonstra a necessidade de se encontrar um produto de baixo
custo que favoreça a cicatrização dessas feridas.

Objetivo: Avaliar os efeitos do metronidazol na cicatrização de
feridas por segunda intenção.

Métodos: Utilizaram-se 80 ratos machos, em cujos dorsos se
produziu uma ferida, distribuindo-se os animais em dois grupos de 40. Os
ratos do grupo-controle tiveram suas feridas tratadas com solução de
NaCl 0,9%, e os pertencentes ao grupo-experimento, com metronidazol
4%. No terceiro, sétimo, 14º e 21º dias, avaliou-se o processo cicatricial
por parâmetros macroscópicos, histológicos e imunoistoquímicos.

Resultados: A concentração de colágeno foi maior nas cicatrizes
dos animais do grupo-experimento em todos os tempos examinados. A
concentração de colágeno do tipo I também foi significante no sétimo dia
(p = 0,020) e no 21º dia (p = 0,016). O colágeno tipo III mostrou
concentração semelhante nos tempos iniciais e apresentou-se com maior
concentração no 21º dia (p = 0,005). A angiogênese, avaliada pelo
anti-CD34, demonstrou maior número de vasos, no grupo-experimento,
com diferença significante no terceiro dia (p < 0,001) e no 14º dia
(p = 0,003).

Conclusão: O metronidazol contribui para a cicatrização de feri-
das por segunda intenção, estimulando a produção de colágeno e a
angiogênese.

Palavras-chave: Cicatrização de feridas, metronidazol, neovas-
cularização fisiológica, colágeno, ratos.

Abstract
Context: Chronic feet and leg ulcers affect about 2.7% of the Bra-

zilian population, 10% of diabetic patients. The condition represents the
second most frequent cause of absence from work in Brazil. This shows
the need for a product that promotes healing of these wounds at a low
cost.

Objective: To evaluate the effects of metronidazole on ulcer heal-
ing by second intention.

Methods: Eighty male rats divided into two groups of 40 had a
wound made on their dorsum. The control group was treated with a 0.9%
NaCl solution and the experimental group was treated with 4%
metronidazole. On the third, seventh, 14th and 21st days, the healing pro-
cess was assessed through microscopical, histological and immuno-
histochemical parameters.

Results: Collagen concentration was higher in wounds in the ex-
perimental group in all samples. Concentration of type I collagen was
also significant on the seventh (p = 0.020) and 21st (p = 0.016) days. Con-
centration of type III collagen was similar in both groups in the initial
phase, but it was higher in the experimental group on the 21st day
(p = 0.005). Angiogenesis, assessed with anti-CD34, revealed a larger
number of vessels in the experimental group, with a significant difference
on the third (p < 0.001) and 14th (p = 0.003) days.

Conclusion: Metronidazole contributes to healing wounds by sec-
ond intention and stimulates collagen production and angiogenesis.

Keywords: Wound healing, metronidazole, physiological neovas-
cularization, collagen, rats.



Introdução

Alguns autores referem que 3% da população brasilei-

ra é portadora de algum tipo de lesão crônica. Cerca de

2,7% da população tem úlceras crônicas nos pés e pernas,

porcentagem que chega a 10% nos diabéticos e que repre-

senta a segunda causa de afastamento do trabalho no Bra-

sil1.

Ereno atenta para a importância do desenvolvimento

de curativos, com preços razoáveis, para atender 4,5 mi-

lhões de pessoas no Brasil que, provavelmente, não podem

pagar os altos valores dos medicamentos importados e dos

curativos sofisticados2.

A despeito dos resultados de pesquisas isoladas e em

função dos escassos registros existentes3, é provável que

os dados estatísticos não retratem de forma fidedigna o sé-

rio problema de saúde pública que as feridas crônicas re-

presentam.

Há pesquisas que indicam que o antibiótico metroni-

dazol possui propriedades relacionadas com a cicatriza-

ção, promovendo aceleração da contração e da epiteliza-

ção, o que culmina com a precocidade do processo de

reparação4-6.

Mallikarjuna, após realização de experimento, suge-

riu uma linha entre o fim dos produtos oxidativos e a epite-

lização5, pois, segundo seus estudos, qualquer fator que

reduzisse a peroxidação lipídica, ajudaria a promover a ci-

catrização de lesões por queimaduras. Girish & Patil atri-

buíram ao metronidazol a propriedade pró-cicatricional

em função da promoção da epitelização e da queratiniza-

ção que o antibiótico produz7.

Considerando que o metronidazol se encontra dispo-

nível na rede pública e apresenta um baixo custo, sua utili-

zação em feridas crônicas poderia representar o acesso de

milhões de pessoas a um tratamento de melhor qualidade.

Deve ser levado em conta que o gasto público não se limita

ao valor do tratamento da úlcera, mas inclui o tempo de

afastamento do trabalho e o custo diário de um leito, quan-

do o paciente requer internamento.

O intuito do presente estudo é avaliar as reações infla-

matórias provocadas pelo metronidazol, em feridas, com-

paradas às reações com solução fisiológica.

Métodos

O projeto que deu origem a este estudo foi submetido

ao Comitê de Ética no Uso de Animais da Pontifícia Uni-

versidade Católica do Paraná (PUCPR) e aprovado sob

n.º 231, tendo obedecido as orientações da Lei Federal

n.º 6.638 e as recomendações do Colégio Brasileiro de

Experimentação Animal (COBEA).

Foram utilizados 80 ratos machos (Rattus norvegicus

albinus, Rodentia mammalia) da linhagem Wistar, adultos

jovens com idade de 90 dias e com peso de entre 184,28 g e

255,56 g. O tamanho da amostra foi estimado por estudos

realizados na literatura pesquisada8-10.

Os animais, provenientes do Biotério Central da

PUCPR, foram mantidos em gaiolas apropriadas para a es-

pécie com livre acesso à água e à ração padrão para a espé-

cie. As condições ambientais foram controladas com tem-

peratura de 20 � 2 ºC e ciclo claro-escuro de 12 horas,

sendo que a umidade relativa do ar e o ruído eram os pró-

prios do ambiente. Todas as caixas ficaram a igual distân-

cia da fonte de luz.

Sob anestesia, conseguida com aplicação intramuscu-

lar de 0,1 mL/100 g de peso de uma solução composta por

1 mL de quetamina (50 mg) e 1 mL de xilazina (20 mg)11

na região posterior da coxa direita, fez-se a tricotomia se-

guida de antissepsia com polivinilpirrolidona-iodo da re-

gião dorsal e a delimitação da área operatória com pano

esterilizado fenestrado.

No centro da área tricotomizada foi feita a demarcação

na pele de cada rato por rotação da borda cortante de um

punch metálico, com 2 cm de diâmetro. Foi ressecado o

segmento de pele circular, de acordo com a demarcação,

deixando-se exposta a fáscia muscular dorsal.

Após o término do ato operatório, os animais recebe-

ram diclofenaco de potássio na dose de 10 mg/kg, por via

intramuscular, com finalidade analgésica e anti-inflama-

tória11.

As feridas cirúrgicas dos animais foram fotografadas

com câmera digital (modelo Cyber-Shot® P71, Sony, reso-

lução de 3.2 Mpixels), mantida em tripé a uma distância

constante de 34 cm.

Após a recuperação anestésica, os animais foram de-

volvidos às suas gaiolas (cinco ratos em cada gaiola) e ob-

servados até a data prevista para a eutanásia.

Alterações inflamatórias provocadas pelo metronidazol - Sampaio CPP et al. J Vasc Bras 2009, Vol. 8, N° 3 233



A amostra de 80 animais foi dividida em dois grupos,

controle e experimento, por meio de sorteio. As feridas dos

ratos do grupo-controle foram tratadas diariamente com

limpeza mecânica feita com solução de NaCl 0,9%, e as

dos ratos do grupo-experimento, além da limpeza e depois

dela, com metronidazol 4% tópico. Dez animais de cada

grupo foram submetidos à eutanásia no terceiro, sétimo,

14º e 21º dia de evolução.

A solução de metronidazol utilizada foi obtida da sus-

pensão oral (benzoilmetronidazol) 40 mg/mL (4%) em ve-

ículo qsp. A dose utilizada foi de 0,3 mL de metronidazol,

correspondendo a 12,5 mg/dia. Essa dose foi obtida a partir

da indicação da dose padrão do metronidazol de

50 mg/kg/dia.

Imediatamente após a eutanásia, as feridas cirúrgicas

dos animais foram fotografadas e ressecadas com margem

de um centímetro de pele íntegra em torno da lesão e com

profundidade até a musculatura dorsal do rato. As peças

obtidas foram fixadas em formalina 10% e encaminhadas

para estudo histopatológico.

De cada bloco foram feitos cortes com 4 �m de espes-

sura que foram corados pela técnica de Picrosirius (Sirius

supra red F3BA). Para cada corte histológico foi realizada

a leitura de três campos, com ampliação de 400 x sobre a

área da lesão.

Na análise dos cortes corados pelo Sirius Red, as fi-

bras colágenas mais espessas e birrefringentes apresenta-

ram coloração vermelho-alaranjada (colágeno I), e as fi-

bras mais finas e dispersas, fracamente birrefringentes,

apresentaram coloração esverdeada (colágeno III)12. O mi-

croscópio utilizado foi da marca Olympus® BX50, com câ-

meras de captura 3 CCD pró-séries. As imagens foram

captadas por uma câmera Sony®, CCD101, transmitidas a

um monitor colorido Trinitron Sony®, congeladas e digita-

lizadas através de placa oculus® TCX. Realizou-se a análi-

se das imagens usando o aplicativo Image-Plus® 4.5 para

Windows® da MediaCybernetics em microcomputador da

linha Pentium. Foram analisados em cada corte cinco cam-

pos com ampliação de 200 x localizados na linha da cica-

triz. Em cada um dos campos foi calculado o percentual de

área ocupada pelas fibras vermelhas e amarelas (colágeno

I) e verdes (colágeno III)12. Uma vez que os demais tipos

de colágeno constituíam frações muito pequenas, para fins

práticos, considerou-se a somatória dos colágenos I e III

como sendo o colágeno total da cicatriz.

Para a imunoistoquímica foi utilizado o método tissue

array ou mycro array, sendo retiradas amostras do bloco

de parafina utilizado para a confecção do hematoxilina e

eosina (HE) e Picrosirius. A área escolhida para a retirada

da amostra foi a área superficial central da ferida, localiza-

da através da lâmina do HE, previamente demarcada com

caneta para retroprojetor e utilizada como espelho para a

realização do punch. O punch utilizado foi o número 3. As

amostras foram retiradas e depositadas em um cassete,

conforme determinação do mapa previamente elaborado.

O material foi encaminhado, na sequência, para pro-

cessamento imunoistoquímico, tendo sido utilizado o an-

ti-CD3413,14. A técnica imunoistoquímica se baseia numa

reação antígeno-anticorpo. Para a identificação de uma

proteína específica (antígeno), um determinado anticorpo

reconhecerá um determinado domain. O anticorpo liga-se

ao antígeno específico, que por sua vez é reconhecido por

um anticorpo secundário ao qual se liga um complexo en-

zimático streptavidina-biotina-peroxidase. A peroxidase

transforma uma substância cromogênica, em geral a dia-

minobenzidina, que confere à reação positiva uma colora-

ção acastanhada.

O anti-CD34 é um marcador de endotélio, mas não

apresenta resultados satisfatórios para vasos maiores, sen-

do, conforme sua indicação, para marcação de microvas-

culatura. Foi realizada a leitura de 10 campos para cada

corte histológico, complementando a avaliação do proces-

so inflamatório com enfoque na avaliação quantitativa da

neovascularização. Foi utilizado, para a leitura, microscó-

pio Olimpus® BX500.

A leitura das lâminas (10 campos por lâmina) foi reali-

zada por patologista que não conhecia a que animal perten-

ciam, isto é, mediante leitura cega.

Para a comparação dos grupos controle e experimento

avaliados em cada momento de sacrifício, foi usado o teste

t de Student para amostras independentes. Para a compara-

ção dos momentos de sacrifício restritos a cada um dos

grupos controle e experimento, foi usado a análise de va-

riância com um fator. A condição de normalidade das va-

riáveis foi avaliada pelo teste Shapiro-Wilk15. Variáveis

que não apresentaram essa condição foram submetidas a

uma transformação (raiz quadrada). Para a comparação de

dois grupos em relação a variáveis nominais dicotômicas

foi usado o teste exato de Fisher16. Valores de p < 0,05

indicaram significância estatística. Os cálculos foram rea-
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lizados usando-se o programa computacional Statistica

versão 7.

Resultados

Registrou-se o óbito de um animal por acidente anes-

tésico, não sendo feita a reposição do mesmo.

Nos quatro tempos avaliados, observou-se maior con-

centração de colágeno nas feridas tratadas com metronida-

zol, tendo sido significantes as diferenças no sétimo dia

(p = 0,012) e no 21º dia (p = 0,001) (Figura 1).

A concentração de colágeno I mostrou-se maior no

grupo tratado com metronidazol nos quatro tempos exami-

nados, mas só mostrou-se significante no sétimo dia

(p = 0,020) e no 21º dia (Figura 2).

A concentração de colágeno III foi semelhante nas fe-

ridas dos dois grupos nos tempos iniciais e maior nas feri-

das do grupo-experimento no 21º dia (p = 0,005)

(Figura 3).

O processo de angiogênese mostrou-se mais efetivo

nas feridas tratadas com metronidazol, evidenciado pela

presença de maior número de vasos, em todos os tempos

avaliados. Entretanto, só foi observada significância no 3.º

dia (p < 0,001) e no 14.º dia (p = 0,003) (Figura 4).

Discussão

Mallikarjuna et al.17 compararam a utilização do me-

tronidazol oral (180 mg/kg) com o metronidazol gel

(10 mg/kg) em queimados, em feridas de espessura parci-

al. Relataram que a administração oral estimulou a epiteli-

zação, enquanto que a aplicação tópica a deprimiu. Segun-

do eles, o metronidazol sistêmico eliminaria radicais livres

e preveniria a peroxidação lipídica promovendo a cicatri-

zação. Eles justificaram a ineficácia da aplicação local ale-

gando que a dose usada era muito elevada e produzira cito-

toxicidade para os fibroblastos.

Prasad & Rao4 utilizaram 160 mg/kg de metronidazol

por via oral. Relataram que houve maior contração da feri-

da e que houve aceleração da epitelização.

Girish & Patil18 fizeram um estudo no qual utilizaram

108 mg de metronidazol, via oral, para avaliação de feridas

produzidas no abdome de ratos. Relataram que o metroni-

dazol promoveu epitelização e queratinização, aumento da

força tênsil e do conteúdo de colágeno, representado por

maior concentração de hidroxiprolina.

Borden et al.19, ao contrário dos outros autores, relata-

ram que o emprego de 20 mg/kg, via oral, de metronidazol

predispôs a falha de contração da ferida. Girish & Patil18

argumentaram que os resultados negativos de Borden et

al.18 se devera ao emprego de dose ineficiente.
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Figura 1 - Média dos percentuais de concentração de colágeno
(tipos I e III) obtida da leitura de três campos microscópicos

Figura 2 - Média dos percentuais de concentração de colágeno
(tipo I) obtida da leitura de três campos microscópicos

Figura 3 - Média dos percentuais de concentração de colágeno
(tipo III) obtida da leitura de três campos microscópicos

Figura 4 - Média de vasos em 10 campos microscópicos



Neste estudo, observou-se que as feridas tratadas com

metronidazol apresentaram maior concentração de coláge-

no do que as tratadas com solução de NaCl 0,9% em todos

os tempos estudados, embora esta diferença só tenha sido

significante no sétimo e 21º dias. Quando se analisa a qua-

lidade deste colágeno, verifica-se que é o colágeno do tipo

I o responsável por essa diferença. Não se pode descartar a

possibilidade de que, se a amostra fosse maior, talvez as

diferenças pudessem ser significantes também nos outros

tempos estudados.

Deve-se, ainda, considerar que Prasad & Rao4, Malli-

karjuna et al.5,17, Girish & Patil18 e Borden et al.19 utiliza-

ram a via enteral, enquanto neste estudo a utilização do

metronidazol foi tópica. Stoltze & Stellfeld20 avaliaram a

absorção sistêmica do metronidazol com sua aplicação tó-

pica em gel a 25% em bolsas periodontais inflamadas, sem

ter induzido a altas concentrações plasmáticas.

Provavelmente, essa dosagem represente o limite qua-

lificador para o efeito do metronidazol sobre a síntese de

colágeno. Assim, dosagens baixas como a utilizada por

Borden et al.19 (20 mg/kg) não estimulariam a síntese de

colágeno; entretanto, dosagens altas, como a utilizada por

Prasad & Rao4 e por Mallikarjuna et al.4,5,17 (160 mg/kg),

apresentariam efeito citotóxico sobre os fibroblastos, ini-

bindo a produção do colágeno. No entanto, visto que as

vias de administração foram diferentes, não há como saber

qual a concentração encontrada nas lesões daqueles que re-

ceberam metronidazol por via oral.

A cicatrização depende de dois pilares fundamentais:

a vascularização e a capacidade de produzir colágeno. A

vascularização, além de promover a chegada das células

ao sítio inflamatório, promove o aporte de nutrientes e oxi-

gênio. Para Reed et al.21, a formação de vasos é modulada

pelo fator de crescimento transformador básico (TGF-b) e

pelas proteínas da matriz. O TGF-b aumenta a produção de

citocinas, as quais induzem a angiogênese, estimulam a

produção de colágeno tipo I e inibem a produção de cola-

genase intersticial.

Ingber & Folkman22 referiram que o colágeno tipo I se

encontra entre as proteínas da matriz que regulam o reparo

das feridas, estimulando a formação de vasos. É provável

que o metronidazol, em dosagem adequada, estimule os fi-

broblastos a produzirem mais colágeno, promovendo o au-

mento da neovascularização.

No estudo ora apresentado, o metronidazol estimulou

a angiogênese. Se considerarmos que existiu maior densi-

dade de vasos e de colágeno, é possível afirmar que houve

estímulo à formação de tecido de granulação.

Os resultados desta pesquisa sugerem a hipótese do

metronidazol atuar de formas distintas durante o processo

cicatricial. Embora não se tenha usado um marcador de fi-

broblastos, há que se considerar a possibilidade do metro-

nidazol, em função de ser um antibiótico, ter diminuído a

duração da fase inflamatória, permitindo maior eficiência

dos fibroblastos.

Os resultados indicam um aumento do colágeno e da

angiogênese, resultando em uma precocidade da cicatriza-

ção. Poletti et al.23 e Kalinski et al.24 referiram a aplicação

de metronidazol, gel ou solução, para o controle do odor,

com base na erradicação da infecção anaeróbia. Há que se

considerar que sendo o metronidazol um antibiótico, o

mesmo poderia impedir a replicação bacteriana, garantin-

do um melhor resultado para a cicatrização das feridas do

grupo-experimento. Embora não tenha sido identificada a

presença de secreção em nenhuma das feridas, a redução

do número de bactérias colonizadoras poderia ser um faci-

litador da cicatrização.

Deve, ainda, ser incorporada à análise a considera-

ção do fato de que outras substâncias poderiam provocar

inflamação nos tecidos, aumentando o colágeno e a angio-

gênese, não sendo essa uma propriedade exclusiva do me-

tronidazol.

Conclusão

O metronidazol contribui para a cicatrização de feri-

das por segunda intenção em ratos, facilitando a produção

de colágeno e a angiogênese.
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