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RESUMO 
 
A fim de abordar os efeitos da administração tópica do metronidazol na absorção local 
e neovascularização durante cicatrização experimental por segunda intenção, 108 
ratos machos, Wistar, pesando entre 300-350g foram submetidos a uma ferida de pele 
de espessura total, circular, com 2cm de diâmetro. Os animais foram divididos em 5 
grupos (18 cada grupo) de acordo com a concentração usada da solução de 
metronidazol (4%, 6%, 8%, 10% e 12%) durante todo o período do experimento os 
curativos foram realizados diariamente, cada subdividido em três tempos de análise ( 
após 3, 7 e 14 dias de observação). Amostras de sangue venoso para avaliação da 
concentração de metronidazol foram obtidas por punção cardíaca e manipuladas por 
cromatografia líquida de alta performance; neovasos formados foram demonstrados 
usando CD34 e vimentina por técnicas de imunoistoquímica. Análise estatística, 
incluindo comparações intergrupos e intragrupos foram calculados por testes não 
paramétricos de Kruskal-Wallis usando SSPS software e valor de "p" 0,05, 
significância estatística de 95%. O metronidazol esteve presente na corrente 
sanguínea em todos os grupos de metronidazol e momentos estudados mas não 
houve diferença estatística de acordo com a concentração de metronidazol usada ou 
o tempo de exposição da ferida à droga. Foi significante o número de neovasos 
formados (p=0,005) nas feridas tratadas com administração de solução de 
metronidazol tópico 6% e 8%. Concentrações séricas de metronidazol não foram 
afetadas pelo uso tópico das concentrações da solução de metronidazol topicamente 
ou pela duração do tempo de administração. O uso tópico de metronidazol em 
soluções de 6% e 8% em feridas com cicatrização experimental por segunda intenção 
melhorou significativamente a neovascularização  
local conforme avaliado pelas técnicas imunoistoquímicas CD34 e vimentina. Estes 
achados podem ser potencialmente usados em favor do processo de cicatrização de 
feridas. 
 

 

Descritores: Cicatrização. Metronidazol. Absorção cutânea. Neovascularização. 
Administração tópica. Fisiológica. Ratos. 

 



ABSTRACT 
 

In order to address beneficial effects of metronidazole topical administration on local 
absorption  and neovascularization during experimental second-intention healing, 108 
Wistar male rats, weighing 300-350g were submmited to a circular, 2 cm diameter, 
total deep back skin wound. Animals were divided into five groups (18 each group) 
according to the metronidazole solution concentration used (4%, 6%, 8%, 10% and 
12%) during the dressing performed daily all over the period of experiment which was 
subdivided into three times of analysis (after 3, 7 and 14 days of observation). Blood 
samples for metronidazole venous concentration were obtained from cardiac puncture 
and manipulated by High-Performance Liquid Chromatography; newly formed vessels 
were demonstrated using CD34 and vimentin immunohistochemistry techniques. 
Statistical analysis, including intergroups and intragroups comparisons was calculated 
by non-parametric Kruskal-Wallis test using SSPS software and p value of 0,05, 
statistical significance of 95%. Metronidazole was present at bloodstream in all 
metronidazole groups and moments studied but there was no statistical differences 
according to metronidazole solution concentration used or time of wound exposure to 
the drug. There was significantly more newly formed vessels (p=0,005) at the wounds 
treated by topical administration of 6% and 8% metronidazole solutions. Metronidazole 
serum concentrations are not affected by metronidazole solution concentration used 
topically or by the duration time of administration. Topical administration of 
metronidazole solutions at 6% and 8% in experimental second-intention skin wounds 
was able to improve significantly local neovascularization as assessed by CD34 and 
vimentin immunohistochemistry techniques. These findings can be potentially used in 
favor of the wound healing process. 
 

 

Keywords: Wound Healing. Metronidazole. Administration, Topical. Skin 
Absorption. Neovascularization, Physiologic. Rats. 
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1. INTRODUÇÃO 

Para o controle da cicatrização das feridas era preconizada a necessidade 

das lesões permanecerem secas. Esse conceito permaneceu até o final da Segunda 

Guerra. Inicialmente, utilizou-se um filme transparente, permeável ao vapor. Na 

sequência, o mesmo tipo de filme foi envolto em moldura adesiva de polivinil. 

Percebeu-se o benefício do ambiente úmido para a cicatrização e em 1982, surgiram 

as coberturas à base de hidrocolóides, para feridas de espessura parcial, nos Estados 

Unidos e na Europa, disponibilizadas no mercado brasileiro a partir de 1990(1). 

Na sequência surgiram os hidropolímeros, que mantém o meio úmido, além 

de promoverem a evaporação do exsudato, favorecendo a granulação e diminuindo a 

maceração dos tecidos neoformados(1). 

Os recursos, na atualidade, visam acelerar o processo de cicatrização e 

reduzir as complicações, minimizando os gastos. Entre estes recursos encontram-se: 

ácidos graxos essenciais, colágenos biológicos, hidropolímeros, hidrogéis, 

hidrocolóides e enzimas proteolíticas. Muitos destes, têm no seu custo, o impedimento 

para a sua maior utilização(2). 

As estatísticas da América do Norte e da Europa, com relação às úlceras de 

pressão, indicam, em pacientes de unidade de terapia intensiva (UTI), uma 

prevalência superior a 14,8% e incidência de 0,4 a 38%. Em hospitais para idosos, 

com problemas crônicos de saúde, a taxa de prevalência se localiza entre 2,3 a 28% 

e a incidência entre 2,2 a 23,9%.  Para pacientes sob cuidados domiciliares a 

prevalência é registrada até 29%, sendo a incidência de 6,3%. Pessoas com lesão 

medular apresentam taxa de prevalência entre 20 e 60%(3). 

Estudo realizado no Hospital Universitário da Universidade de São Paulo, com 

pacientes internados em unidades cirúrgicas, cuidados semi-intensivos e unidades de 

terapia intensiva, indicou a incidência de úlceras de pressão entre 29,63 e 42,64%. 

Outro estudo, na mesma cidade, em uma unidade de terapia intensiva de um hospital 

privado, revelou a incidência de 10,62%(4). 

A equipe da Divisão de Cirurgia Plástica e Instituto de Ortopedia e 

Traumatologia do Hospital das Clínicas da Universidade de São Paulo avaliou 45 

pacientes com 77 úlceras. Na maioria, pacientes jovens (média de 34,78 anos), sendo 

que 100% dos pacientes com lesão medular, 60% das vítimas de lesões por arma de 
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fogo e 93,3% dos pacientes com enfermidades crônicas, desenvolveram úlceras. A 

taxa de recorrência foi de 25%(5).    

Isik et al. (6)   referem que nos Estados Unidos da América, o tempo médio de 

internação de um serviço de referência é de 20 dias e o gasto é de 21.675 dólares/ 

úlcera. 

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

porcentagem que chega a 10% nos diabéticos e que representa a segunda causa de 

afastamento do trabalho no Brasil(7). 

Ereno(7) refere a importância do desenvolvimento de curativos, com preços 

razoáveis, para atender 4,5 milhões de pessoas, no Brasil, que, provavelmente, não 

possam pagar os altos valores dos medicamentos importados.    

Os escassos registros, fazem com que os dados estatísticos não retratem de 

forma fidedigna o sério problema de saúde pública que as feridas representam(8). 

Considerando que o metronidazol encontra-se disponível na rede pública e apresenta 

um baixo custo, sua utilização, em feridas crônicas, poderia representar o acesso de 

milhões de pessoas a um tratamento de melhor qualidade, visando não apenas o 

benefício particular, do paciente que iria utilizá-lo, mas a redução dos gastos públicos. 

Há que se considerar 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, 

quando o paciente requer internamento. 

Além disso se torna de vital importância a elucidação sobre o efeito benéfico 

anti-infeccioso advindo da aplicação tópica do metronidazol se deve, exclusivamente, 

a uma ação local ou se apóia, também, em efeito sistêmico através da potencial 

absorção do fármaco a partir da lesão cutânea. 

Há pesquisas que indicam que o metronidazol possui propriedades 

relacionadas com a cicatrização, promovendo aceleração da contração e da 

epitelização, culminando com a precocidade do processo de reparação(9-13). Indaga-

se, porém, se além de efeitos sobre a contração da ferida, o metronidazol não teria 

parte de seu favorecimento à cicatrização de feridas explicado por efeitos benéficos 

sobre o fenômeno de neovascularização local. Poletti et al.(14) e Kalinski et al.(15) 

indicaram a aplicação tópica de metronidazol, gel ou solução, para o controle do odor, 

este, referindo que o efeito da desodorização do metronidazol poderia estar 

relacionado com a erradicação da infecção anaeróbia.  

 



9 

 

1.1 OBJETIVOS 

- Analisar a possível absorção sistêmica do metronidazol a partir da aplicação 

tópica de soluções com diferentes concentrações (4%, 6%, 8%, 10% e 12%) em 

modelo experimental de cicatrização, por segunda intenção, de ferida cutânea. 

- Investigar o potencial efeito da aplicação tópica de soluções de diferentes 

concentrações (4%, 6%, 8%, 10% e 12%) em ferida cutânea aberta sobre o processo 

de neovascularização local. 
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1 MATERIAL E MÉTODO 

O projeto de pesquisa foi desenvolvido após análise e aprovação pelo Comitê 

de Ética no Uso de Animais da Pontifícia Universidade Católica do Paraná, tendo sido 

aprovado sob o protocolo nº 654/2012. O estudo seguiu as orientações da Lei Federal 

11.794 e as recomendações do Colégio Brasileiro de Experimentação Animal. 

 

 

1.1 AMOSTRA 

Foram empregados 108 ratos machos (Rattus norvegicus, albinus, Rodentia 

mammalia), da linhagem Wistar, com 110 dias de idade e peso entre 300g e 350g. Os 

animais foram mantidos no laboratório em período de ambientação, em gaiolas 

individuais, com livre acesso à água e à ração padrão para a espécie e em condições 

ambientais controladas de luminosidade (ciclo claro/escuro de 12 horas), temperatura 

(18 + 2º) e de umidade relativa do ar (55 + 15%). 

 

 

1.2 PROCEDIMENTO CIRÚRGICO 

Os animais foram anestesiados com quetamina 80mg/kg e xilazina 8mg/kg, 

via intramuscular, na porção posterior da coxa direita, posicionados em decúbito 

ventral e com os membros superiores e inferiores extendidos e fixados num suporte 

cirúrgico. Uma área de pele, da região dorsal, de 24 cm2 (6 cm X 4 cm) foi 

tricotomizada e submetida à antissepsia com polivinilpirrolidona-iodo (PVPI) e 

protegida com campo esterilizado fenestrado. Uma área circular de pele com dois 

centímetros de diâmetro, demarcada pela rotação da borda cortante de "punch" 

metálico, foi ressecada à tesoura em espessura total expondo a fáscia muscular dorsal 

(Figura 1). Não houve necessidade de hemostasia e a área foi deixada exposta. 

Imediatamente, após o procedimento, os animais receberam dipirona na dose de 

10mg/kg, por via intramuscular (IM), com finalidade analgésica (16). 
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FIGURA 1 -  Foto do rato 14 do grupo experimento III (8%) em posição de decúbito 

ventral, após realização da ferida operatória no momento zero 
FONTE: A autora (2015) 

 

 

1.3 GRUPOS 

Grupos de estudo- 18 grupos, com seis animais cada, foram, aleatoriamente, 

estabelecidos de acordo com a concentração da solução de metronidazol utilizada no 

tratamento diário das feridas. No grupo controle (GC) não se utilizou solução de 

metronidazol e sim solução de cloreto de sódio à 0,9%. Em todos os outros grupos foi 

utilizada solução aquosa de metronidazol puro, manipulada, diluída em veículo q.s.p. 

solução final de 40mg/kg (4%) no grupo I (GI), 60mg/kg (6%) no grupo II (GII), 80mg/kg 

(8%) no grupo III (GIII), 100mg/kg (10%) no grupo IV (GIV) e 120mg/kg (12%) no grupo 

V (GV). 
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TABELA 1-   DIVISÃO DOS ANIMAIS EM GRUPOS E DIAS DE AVALIAÇÃO 

GRUPOS  NÚMERO DE RATOS  DIAS DE AVALIAÇÃO 

GC (controle) 
n-6 
n-6 
n-6 

3 dias 
7 dias 

14 dias 

 

GE I (4%) 
n-6 
n-6 
n-6 

3 dias 
7 dias 

14 dias 

 

GE II (6%)  
n-6 
n-6 
n-6 

3 dias 
7 dias 

14 dias 

 

GE III (8%) 
n-6 
n-6 
n-6 

3 dias 
7 dias 

14 dias 

 

GE IV (10%) 
n-6 
n-6 
n-6 

3 dias 
7 dias 

14 dias 

 

GE V (12%) 
n-6 
n-6 
n-6 

3 dias 
7 dias 

14 dias 

 

FONTE: A autora (2015) 

 

 

1.4 TRATAMENTO DAS FERIDAS CUTÂNEAS 

Todas as feridas confeccionadas foram tratadas pelo mesmo protocolo 

conforme literatura prévia (17). Diariamente, as lesões eram lavadas com solução de 

cloreto de sódio à 0,9%, realizada a retirada de crostas, seguida da aplicação de 0,3 

ml de metronidazol solução com a respectiva diluição de acordo com o grupo. Para o 

tratamento diário das feridas não houve necessidade de nenhum procedimento 

anestésico. 

 

 

1.5 COLETA SANGUÍNEA PARA DETECÇÃO DE METRONIDAZOL 

Em cada grupo de animais houve retirada de amostras de sangue para a 

determinação da presença de metronidazol na circulação sistêmica em três momentos 

distintos: terceiro, sétimo e décimo-quarto dias após a confecção da ferida cutânea, o 

que subdividiu cada grupo em três subgrupos de acordo com o dia da coleta 

sanguínea. As amostras foram coletadas através de punção cardíaca com retirada de 
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três mililitros de sangue acondicionados em frascos para armazenamento contendo 

ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), colocados em caixa térmica reutilizável(18) 

e enviados, imediatamente, para a Central Analítica do Instituto Tecnológico do 

Paraná (TECPAR), onde as amostras foram centrifugadas e congeladas, para 

posterior análise. Após a punção cardíaca procedeu-se a eutanásia com dose letal de 

tiopental sódico intra-peritoneal (120mg/kg). 

 

 

1.6 ANÁLISE BIOQUÍMICA DO SANGUE 

Detecção do metronidazol na circulação sistêmica- a análise da presença do 

metronidazol no sangue foi realizada por meio de cromatografia líquida de alta 

eficiência (HPLC- High Performance Liquid Chromatography) por pareamento  iônico 

com duas colunas Novapak® com 10% de carbono e fase móvel de acetonitrila à 15%. 

Para a calibração do cromatógrafo Agilent® modelo 1100, considerou-se a 

extrapolação alométrica determinando-se a curva de metabolização do metronidazol 

por meio de gavagem de solução com 80 mg/kg e coleta sanguínea após 30, 60 e 120 

minutos. Inicialmente, o produto aplicado nas feridas, em quantidade contendo 40 mg 

de metronidazol foi comparado a 10,6 mg de metronidazol puro para confirmação de 

identidade; ambos diluídos em 100 ml de metanol: H2O (1:1) e aplicados nas colunas 

(10uL) num fluxo de 0,4 ml/min, à temperatura de 30ºC e comprimento de onda 272 

nanômetros (nm). A concentração aproximada do metronidazol padrão foi calculada 

a partir das áreas obtidas ao injetar a amostra padrão de metronidazol (10 mg/L), 

sendo essa 104,327 unidades de absorbância por segundo (uA.s). A seguir todas as 

amostras de sangue coletadas e congeladas de todos os grupos de estudo (4%, 6%, 

8%, 10% e 12%) e respectivos subgrupos (3 dias, 7 dias e 14 dias) foram preparadas 

e analisadas pelo cromatógrafo nas mesmas condições descritas. A concentração foi 

avaliada pelo comportamento da área por meio da equação: concentração = área X 

fator de proporcionalidade + coeficiente linear da reta. O cálculo da área foi feito pelo 

próprio cromatógrafo por intermédio do software "Chem Station".  
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1.7 AVALIAÇÃO HISTOLÓGICA 

As feridas foram fotografadas; após ressecadas ocorreu a eutanásia.  

Foi realizada a retirada de cada ferida cirúrgica, com margem de um 

centímetro de pele íntegra em torno da lesão, com profundidade até a musculatura 

dorsal do rato.  

Os segmentos destinados à histologia foram estendidos sobre papel cartão 

identificado. Na seqüência, mergulhados em formol a 10% por 24 horas. Após este 

período, foram inclusos em blocos de parafina e submetidos a cortes de cinco 

micrômetros. 

Os cortes histológicos foram corados por Hematoxilina Eosina e Sirius Red. 

Para cada corte histológico, foi realizada a leitura de três campos, para ambas as 

colorações, com ampliação de 400X, sobre a área da lesão, para a coloração 

Hematoxilina Eosina e 200X para a coloração Sirius Red. Os campos foram marcados 

nas lâminas; foram definidas áreas superficiais, sendo as áreas de transição entre o 

processo cicatricial e os tecidos antigos dos extremos da ferida e área superficial 

central da mesma. 

 

 

1.8 ANÁLISE IMUNOISTOQUÍMICA 

Para a imunoistoquímica foi utilizado o método tissue array ou mycro array, 

sendo retiradas amostras do bloco de parafina utilizado para corar os cortes 

histológicos pelas técnicas hematoxilina e eosina (HE) e Sirius Red (SR). A área 

escolhida para a retirada da amostra foi a área superficial central da ferida, localizada 

na lâmina do HE, previamente demarcada 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 processamento imunoistoquímico, tendo sido 

utilizado o anti-CD34(19) e a vimentina(20). O anti-CD34 é um marcador de endotélio, 

a coloração acastanhada confere resultado positivo, mas não apresenta resultados 

satisfatórios para vasos maiores, sendo sua indicação para microvasculatura. A 
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vimentina é um marcador de tecido mesenquimal, cora muitos tipos celulares, 

havendo necessidade de correlação com outros marcadores. Foi realizada a leitura 

de todos os campos para cada corte histológico. Foi utilizado, para a leitura, 

microscópio Olimpus® BX500. A leitura foi realizada por patologista que não conhecia 

a que animal pertenciam. 

 

 

1.9 METODOLOGIA ESTATÍSTICA 

Média das leituras para estatística- foi feita a média do número de vasos pelo 

número de campos, de cada ferida, para definir a densidade de vasos. Essa média foi 

encaminhada para análise estatística. 

Análise Estatística- os resultados de área foram descritos por médias, 

medianas, valores mínimos, valores máximos e desvios padrões. Para a comparação 

dos grupos em cada dia de avaliação e para a comparação dos momentos de 

avaliação dentro de cada grupo, foi considerado o teste não-paramétrico de Kruskal-

Wallis. Valores de p<0,05 indicaram significância estatística. Os dados foram 

analisados com o programa computacional Statistica v.8.0. 
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RESUMO 

 

OBJETIVO: caracterizar qualitativa e quantitativamente a absorção de solução de 

metronidazol, em concentrações e períodos crescentes, quando aplicada de maneira 

tópica em modelo experimental de ferida cutânea aberta. MÉTODOS: uma ferida 

cutânea aberta, com 2 cm de diâmetro e espessura total de pele foi confeccionada, 

sob anestesia, no dorso de 108 ratos Wistar pesando entre 300 e 350 gramas. Os 

animais foram divididos em grupos de 18 animais de acordo com a concentração de 

metronidazol na solução para aplicação diária na ferida. No grupo controle (GC), 

utilizou-se solução de cloreto de sódio 0,9% para aplicação e nos grupos 

experimentais (GI, GII, GIII, GIV e GV) solução de Metronidazol a 4%, 6%, 8%, 10% 

e 12%, respectivamente. Após 3, 7 e 14 dias de tratamento, amostras de sangue 

coletadas por punção cardíaca foram examinadas para a existência ou não de 

Metronidazol, através de Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (HPLC). Valores de 

Metronidazol detectados foram comparados, estatisticamente, dentro de cada grupo 

(análise temporal 3 dias X 7 dias X 14 dias) e entre os grupos que utilizaram 

Metronidazol tópico (4% X 6% X 8% X 10% e 12%) através de teste de Kruskal-Walis, 

considerando-se significância estatística de 95% (p<0,05). RESULTADOS: foi 

detectado Metronidazol em todas as amostras de todos os momentos em todos os 

grupos que aplicaram Metronidazol tópico nas feridas. Caracteristicamente não houve 

significância estatística entre as dosagens obtidas dentro de cada grupo ao longo do 

tempo (3 dias X 7 dias X 14 dias) GI=0,461; GII=0,154; GIII=0,888; GIV= 0,264 e 

GV=0,152. Na avaliação entre os grupos verificou-se similar grau de absorção em 3 

dias (p=0,829) e 14 dias (p=0,751). CONCLUSÃO: a concentração sérica de 

Metronidazol atingida não foi influenciada pela concentração da solução empregada 

na ferida cutânea e nem pelo tempo de duração da aplicação. 

 

DESCRITORES: Cicatrização. Metronidazol. Absorção cutânea. Ratos. 

Administração tópica. 

KEYWORDS: Wound healing. Metronidazole. Skin absorption. Rats. Administration 

topical. 
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INTRODUÇÃO 

O metronidazol (1-beta-hidroxietil-2-metil-5-nitroimidazol) é um antibiótico 

ativo tanto contra protozoários (Entamoeba histolytica, Giardia lamblia) (1-2); quanto 

contra bactérias anaeróbias obrigatórias, incluindo Bacteroides fragilis(3), Clostridium, 

Fusobacterium, Peptococcus, Peptoestreptococcus, Eubacterium, Helicobacter, 

Campilobacter fetus, Espiroquetas e Gardnerella vaginalis.  

Devido à sua boa penetração tecidual pode atingir níveis terapêuticos em 

ossos, articulações, cérebro e líquido céfalo-raquidiano, sendo eficaz na  septicemia 

e na endocardite bacterianas causadas por anaeróbios(3-7).  

A utilização tópica do metronidazol, em gel ou solução, tem sido proposta 

para o controle de odor de feridas infectadas(8). Justifica-se o efeito desodorizante 

pela erradicação de infecção anaeróbia(9). 

Além disso o metronidazol pode influenciar, favoravelmente, a cicatrização 

cutânea, acelerando a contração e a epitelização, diminuindo o tempo de 

reparação(10-13). Os resultados, de forma geral, mostram favorecimento à 

reepitelização precoce(12-15), apesar do tempo de granulação e de reepitelização 

não serem, aparentemente, influenciados pela via ou dosagens utilizadas. 

Entretanto, concentrações muito baixas podem não ser suficientes e concentrações 

muito altas podem ter efeito tóxico, ambas prejudicando a cicatrização(10-16). 

Portanto, quando do seu uso tópico sobre feridas cutâneas, indaga-se sobre 

os potenciais efeitos após sua provável absorção, tanto sistêmicos, à distância, 

quanto locais, sobre a própria lesão cutânea. 

O maior desafio na avaliação do efeito e da presença sistêmicos do 

metronidazol, quando de sua aplicação tópica, é a falta de padronização das 

formulações. A cinética da absorção percutânea de formulações tópicas revela não 

ser a concentração  o fator mais importante, mas sim o veículo. Nestes termos, a 

aplicação tópica de creme favoreceria menos a absorção sistêmica do que a loção, e 

esta menos do que o gel(17). Porém, metronidazol gel à 25%, utilizado em bolsas 

periodontais não induziu à altas concentrações plasmáticas(18). 

Este estudo teve por finalidade analisar a influência da aplicação tópica, em 

feridas cutâneas, de soluções de diferentes concentrações de metronidazol, sobre os 

níveis séricos após períodos crescentes (3, 7 e 14 dias) da aplicação(4%, 6%, 8%, 

10% e 12%) .  
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MÉTODO 

O projeto de pesquisa foi desenvolvido após análise e aprovação pelo Comitê 

de Ética no Uso de Animais da Pontifícia Universidade Católica do Paraná, tendo sido 

aprovado sob o protocolo nº 654/2012. O estudo seguiu as orientações da Lei 11.794 

e as recomendações do Colégio Brasileiro de Experimentação Animal.  

Animais do estudo- foram empregados 108 ratos machos (Rattus norvegicus 

albinus, Rodentia mammalia), da linhagem Wistar, com 110 dias de idade e peso entre 

300g e 350g. Os animais foram mantidos no laboratório em período de ambientação, 

em gaiolas individuais, com livre acesso à água e à ração padrão para a espécie e em 

condições ambientais controladas de luminosidade (ciclo claro/escuro de 12 horas), 

temperatura (18 + 2º) e de umidade relativa do ar (55 + 15%).  

Confecção da ferida cutânea- os animais foram anestesiados com quetamina 

80mg/kg e xilazina 8mg/kg, via intramuscular, na porção posterior da coxa direita , 

posicionados em decúbito ventral e com os membros superiores e inferiores 

extendidos e fixados num suporte cirúrgico. Uma área de pele, da região dorsal, de 

24 cm2 (6 cm X 4 cm) foi tricotomizada e submetida à antissepsia com 

polivinilpirrolidona-iodo (PVPI) e protegida com campo esterilizado fenestrado. Uma 

área circular de pele com dois centímetros de diâmetro, demarcada pela rotação da 

borda cortante de "punch" metálico, foi ressecada à tesoura em espessura total 

expondo a fáscia muscular dorsal. Não houve necessidade de hemostasia e a área 

foi deixada exposta. Imediatamente, após o procedimento, os animais receberam 

dipirona na dose de 10mg/kg, por via intramuscular (IM), com finalidade analgésica. 

Grupos de estudo- 18 grupos de seis animais cada foram, aleatoriamente, 

estabelecidos de acordo com a concentração da solução de metronidazol utilizada no 

tratamento diário das feridas. No grupo controle (GC) não se utilizou solução de 

metronidazol e sim solução de cloreto de sódio à 0,9%. Em todos os outros grupos foi 

utilizada solução aquosa de metronidazol puro, manipulada, diluída em veículo q.s.p. 

solução final de 40mg/kg (4%) no grupo I (GI), 60mg/kg (6%) no grupo II (GII), 80mg/kg 

(8%) no grupo III (GIII), 100mg/kg (10%) no grupo IV (GIV) e 120mg/kg (12%) no grupo 

V (GV). 

Tratamento das feridas cutâneas-  todas as feridas confeccionadas em todos 

os grupos de animais foram tratadas pelo mesmo protocolo conforme literatura 

prévia(19). Diariamente, as lesões eram lavadas com solução de cloreto de sódio à 

0,9%, realizada a retirada de crostas, seguida da aplicação de 0,3 ml de metronidazol 
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solução com a respectiva diluição de acordo com o grupo. Para o tratamento diário 

das feridas não houve necessidade de nenhum procedimento anestésico. 

Coleta sanguínea para detecção de metronidazol- em cada grupo de animais 

houve retirada de amostras de sangue para a determinação da presença de 

metronidazol na circulação sistêmica em três momentos distintos: terceiro, sétimo e 

décimo-quarto dias após a confecção da ferida cutânea, o que subdividiu cada grupo 

em três subgrupos de acordo com o dia da coleta sanguínea. As amostras foram 

coletadas através de punção cardíaca com retirada de três mililitros (03 ml) de sangue 

acondicionados em frascos para armazenamento contendo ácido etilenodiamino tetra-

acético (EDTA), colocados em caixa térmica reutilizável(20) e enviados, 

imediatamente, para a Central Analítica do Instituto Tecnológico do Paraná 

(TECPAR), onde as amostras foram centrifugadas e congeladas, para posterior 

análise. Após a punção cardíaca procedeu-se a eutanásia com dose letal de tiopental 

sódico intra-peritoneal (120mg/kg).  

Detecção do metronidazol na circulação sistêmica- a análise da presença do 

metronidazol no sangue foi realizada por meio de cromatografia líquida de alta 

eficiência (HPLC- High Performance Liquid Chromatography) por pareamento  iônico 

com duas colunas Novapak® com 10% de carbono e fase móvel de acetonitrila à 15%. 

Para a calibração do cromatógrafo Agilent® modelo 1100, considerou-se a 

extrapolação alométrica determinando-se a curva de metabolização do metronidazol 

por meio de gavagem de solução com 80 mg/ml em outros animais e coleta sanguínea 

após 30, 60 e 120 minutos. Inicialmente, o produto aplicado nas feridas, em 

quantidade contendo 40 mg de metronidazol foi comparado a 10,6 mg de metronidazol 

puro para confirmação de identidade; ambos diluídos em 100 ml de metanol: H2O (1:1) 

e aplicados nas colunas (10uL) num fluxo de 0,4 ml/min, à temperatura de 30ºC e 

comprimento de onda 272 nanômetros (nm). A concentração aproximada do 

metronidazol padrão foi calculada a partir das áreas obtidas ao injetar a amostra 

padrão de metronidazol (10 mg/L), sendo essa 104,327 unidades de absorbância por 

segundo (uA.s). A seguir todas as amostras de sangue coletadas e congeladas de 

todos os grupos de estudo (4%, 6%, 8%, 10% e 12%) e respectivos subgrupos (3 dias, 

7 dias e 14 dias) foram preparadas e analisadas pelo cromatógrafo nas mesmas 

condições acima descritas. A concentração foi avaliada pelo comportamento da área 

através da equação: concentração = área X fator de proporcionalidade + coeficiente 
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linear da reta. O cálculo da área foi feito pelo próprio cromatógrafo por intermédio do 

software "Chem Station".   

Análise Estatística- os resultados de área foram descritos por médias, 

medianas, valores mínimos, valores máximos e desvios padrões. Para a comparação 

dos grupos em cada dia de avaliação e para a comparação dos momentos de 

avaliação dentro de cada grupo, foi considerado o teste não-paramétrico de Kruskal-

Wallis. Valores de p<0,05 indicaram significância estatística. Os dados foram 

analisados com o programa computacional Statistica v.8.0. 

 

RESULTADOS 

O cromatograma obtido, com a amostra de sangue retirada 120 minutos após 

gavagem de metronidazol a 4%, conforme método para calibração do cromatógrafo, 

confirmou a sensibilidade do aparelho para a detecção do metronidazol, em amostras 

sanguíneas. A presença do mesmo pico cromatográfico confirmou a identidade da 

substância utilizada na amostra. 

O comportamento físico-químico do metronidazol padrão e da substância 

candidata (metronidazol utilizado no estudo), no terceiro, sétimo e décimo- quarto 

dias, em diferentes polaridades de fase móvel (acetonitrila) confirmaram a identidade 

da substância candidata como metronidazol, por apresentarem idêntico tempo de 

retenção, nas mesmas condições de fluxo, temperatura e comprimento de onda. 

Foi possível registrar, com segurança e precisão, a presença do metronidazol 

na circulação sistêmica de cada animal cuja ferida cutânea dorsal foi exposta apenas 

à aplicação tópica do produto em todas as concentrações utilizadas neste estudo  

(grupos 4%, 6%, 8%, 10% e 12%) e em todos os momentos de avaliação (subgrupos- 

03, 07 e 14 dias). A Figura 1 mostra as curvas sobrepostas em registro cromatográfico 

de detecção do metronidazol no sangue coletado dos animais submetidos à aplicação 

tópica das soluções à 4%, 6%, 8%, 10% e 12% durante as avaliações realizadas após 

03, 07 e 14 dias de aplicação tópica das respectivas soluções. No grupo controle todas 

as análises cromatográficas das amostras coletadas foram negativas para a detecção 

da substância metronidazol.  

Numa análise cromatográfica quantitativa, comparando-se os valores médios 

de área obtidos com o uso das diferentes concentrações de solução de metronidazol, 

foi possível observar, caracteristicamente, a invariabilidade das dosagens obtidas na 

corrente sanguínea independente da concentração de metronidazol presente na 
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solução utilizada para as aplicações tópicas diárias. Não houve, portanto, variação 

quantitativa nas dosagens sanguíneas de metronidazol obtidas em todos os grupos 

de experimento, independente tanto da concentração de metronidazol na solução 

empregada para as aplicações (4% até 12%), quanto do tempo de uso das respectivas 

soluções (3 dias até 14 dias) (Tabela 1).     

 

DISCUSSÃO 

À medida em que o tratamento das feridas se aprimora, de maneira geral, e a 

utilização tópica de princípios ativos com os mais variados efeitos e finalidades ganha 

espaço, torna-se imprescindível conhecer de maneira aprofundada quais as possíveis 

consequências sistêmicas e locais, benéficas ou não, da aplicação tópica  e 

prolongada de substâncias ativas sobre diferentes áreas cruentas desprovidas de 

isolamento muco-cutâneo. 

Por se tratar de antimicrobiano com ação conhecida contra vários micro-

organismos e de valor terapêutico especialmente relevante, o emprego local de 

metronidazol, em feridas cutâneas, levanta a pertinente questão da segurança de seu 

uso tópico sob alguns aspectos. Existiria efetiva absorção da molécula pela área 

cruenta permeando a circulação sistêmica com níveis a ponto de interferir em 

microbiotas comensais à distância? Se tais níveis plasmáticos consistentes são 

atingidos, poder-se-ia indagar sobre qual via é, realmente, a responsável pelos 

potenciais benefícios sobre a ferida tratada. Além disso, existiria risco real de efeitos 

tóxicos pelo seu uso frequente e prolongado, ainda que, de maneira tópica?  

É importante conhecer qual seria a concentração mínima capaz de facilitar a 

cicatrização e qual a máxima, a partir da qual ter-se-ia, talvez, ação tóxica. Porém, o 

fundamental é definir se há absorção do metronidazol, na área de lesão, quando o 

mesmo é utilizado de forma tópica.    

A ampla variação das concentrações de Metronidazol utilizadas para uso 

tópico em nível experimental é uma dificuldade adicional. Encontram-se estudos 

relacionando efeitos do metronidazol sobre a cicatrização utilizando 20mg/kg(16) , 

50mg/kg(14) , 108 mg/kg (10), 160mg/kg (13) e 180mg/kg(12) . 

Este estudo avaliou a presença do metronidazol, no sangue, à partir de seu 

uso tópico exclusivo, em feridas não infectadas, procurando estabelecer um 

parâmetro de absorção, um comportamento padrão, de acordo com a concentração e 

o tempo utilizado. 
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Para a avaliação da absorção utilizou-se a mesma via (tópica), o mesmo 

volume (0,3ml) e concentrações diferentes (4%, 6%, 8%, 10% e 12%). Fizeram-se 

avaliações de amostras sanguíneas em dias diferentes (terceiro, sétimo e décimo- 

quarto). Neste momento o importante é definir se o metronidazol tópico, capaz de 

facilitar a cicatrização(10,12,14,16), pode ser absorvido, na área da lesão, mantendo 

concentração no sangue.  

Na realidade, pudemos comprovar por meio deste estudo, que existiu 

absorção sistêmica de metronidazol a partir da sua presença na superfície da ferida 

que recebia o tratamento tópico diário proposto com solução de concentrações 

variáveis por períodos de tempo, também, variáveis. Entretanto, os níveis circulantes 

atingidos nos vários grupos não se correlacionaram, diretamente, de maneira 

significativa com a concentração utilizada ou o tempo de uso, o que favorece o 

emprego local de metronidazol em concentrações maiores e por tempo prolongado. 

Em estudos com animais de experimentação, soluções de metronidazol na 

dosagem de 20mg/kg resultou em atraso da cicatrização(16). Efeito semelhante foi 

relatado para a dosagem de 160mg/kg(13). Dosagens acima de 20 e inferiores a 

160mg/kg promoveram aumento da granulação e da epitelização(10,12-15).  Talvez, 

dosagens até 20mg/kg não sejam suficientes para facilitar a cicatrização e dosagens 

acima de 160mg/kg, tenham absorção comprometedora, culminando com o atraso 

cicatricial.  

É possível, ainda, considerar que se a dosagem for proporcional ao estímulo 

cicatricial, desde que a mesma não seja em nível tóxico, maiores dosagens 

promoveriam melhores resultados em termos de cicatrização. Quanto maior a área da 

ferida, maior deverá ser a sua capacidade absortiva. 

Apesar de se ter encontrado, neste estudo, concentrações de metronidazol, 

no sangue, estas foram muito baixas. As concentrações encontradas no sangue no 

terceiro, no sétimo e no décimo-quarto dias foram, aproximadamente, 0,28 mg/l e, 

independente, da concentração aplicada nas feridas dos ratos, a concentração 

encontrada, por meio de cromatografia líquida, foi, relativamente, a mesma. Isso 

corrobora com o relato de altas concentrações de metronidazol (25%), em bolsas 

periodontais, sem induzir à altas concentrações plasmáticas(18). É importante a 

observação de que tanto em bolsas periodontais, com tecido íntegro, quanto em 

feridas abertas, como o modelo empregado neste estudo, a concentração do 

metronidazol, no sangue, foi baixa. 
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O volume de sangue total do rato equivale a 6,4% do seu peso total, sendo 

de 58 a 70ml/kg. Considerando-se que os ratos utilizados neste estudo tiveram seus 

pesos entre 300 e 350g, seus volumes totais de sangue variaram entre 17,4ml e 

24,5ml. Como as concentrações encontradas, no grupo experimental metronidazol 

12% variou entre 0,2323mg/ml e 0,2709mg/ml; considerando-se os pesos dos 

animais, tivemos a presença detectada de 0,004g a 0,007g de metronidazol, na 

circulação sanguínea, totalizando, em termos de peso total do rato, uma presença 

sanguínea correspondendo a 0,001% a 0,002% do seu peso, caracterizando um nível 

de presença sanguínea, extremamente baixo.                   

O presente estudo é consonante com outros estudos que indicam a 

possibilidade de se empregar altas concentrações de metronidazol, de forma tópica, 

sem induzir à altas concentrações plasmáticas(18).  

 

CONCLUSÃO 

A aplicação tópica de metronidazol sobre a ferida cutânea experimental, de 

espessura total, induz absorção sistêmica de quantidades muito baixas do antibiótico 

e não dependentes tanto da concentração da solução aplicada, quanto do período de 

tempo em que foi empregada.  
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Figura 1- Traçados cromatográficos (HPLC) com as curvas individuais de detecção de metronidazol 
nas amostras de sangue dos animais que fizeram uso tópico de solução de metronidazol à 4%, 6%, 
8%, 10% e 12% durante 3 dias (A), 7 dias (B) e 14 dias (C).  
  

(A) 03 dias 

(C) 14 dias 

(B) 07 dias 



29 

 

Tabela 1- Absorção: comparações estatísticas intergrupos (4% X 6% X 8% X 10% X 12%) e intragrupos 
(3 X 7 X 14 dias) das médias de área em uA.s obtidas em cromatografia líquida de alta eficiência 
(HPLC). 
  

TEMPO GI=4% GII=6% GIII=8% GIV=10% GV=12%   

  Área+dp (unid) Área+dp (unid) Área+dp (unid) Área+dp (unid) Área+dp (unid) p 

03 dias 0,4818+0,1245 0,6557+0,4347 0,5038+0,1698 0,5872+0,1083 0,5715+0,3045 0,829 

07 dias 0,6567+0,2103 0,9907+0,2983 0,5083+0,3432 0,5083+0,012 0,2810+0,0433 NA* 

14 dias 0,6340+0,4634 0,7056+0,5252 0,5083+0,0603 0,6853+0,3324 0,6535+0,3029 0,751 

p 0,461 0,154 0,888 0,264 0,152   

* NA= Não Aplicado Comparação estatística inviável pela perda de amostra 
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RESUMO 

 

OBJETIVO: avaliar os efeitos do metronidazol nas concentrações de 4%, 6%, 8%, 10 

e 12%, sobre a angiogênese, quando aplicado de maneira tópica em modelo 

experimental de ferida cutânea aberta. MÉTODOS: uma ferida cutânea aberta, com 2 

cm de diâmetro e espessura total de pele foi confeccionada, sob anestesia, no dorso 

de 108 ratos Wistar pesando entre 300 e 350 gramas. Os animais foram alocados em 

grupos de 18 indivíduos de acordo com a concentração de metronidazol na solução 

para aplicação diária na ferida. No grupo controle (GC), utilizou-se solução de cloreto 

de sódio 0,9% para aplicação e nos grupos experimentais (GI, GII, GIII, GIV e GV) 

solução de Metronidazol a 4%, 6%, 8%, 10% e 12%, respectivamente. Após 3, 7 e 14 

dias de tratamento, os animais sofreram eutanásia e as feridas foram avaliadas por 

parâmetros histológicos e imunoistoquímicos. Resultados foram tratados, 

estatisticamente, dentro de cada grupo (análise temporal 3 dias X 7 dias X 14 dias) e 

entre os grupos que utilizaram Metronidazol tópico (4% X 6% X 8% X 10% e 12%) 

através de teste de Kruskal-Walis, considerando-se significância estatística de 95% 

(p<0,05). RESULTADOS: a avaliação feita com anti CD34, no terceiro dia, nas feridas 

tratadas com metronidazol 8% demonstrou angiogênese abaixo do padrão do grupo 

controle (p=0,022). No sétimo dia de avaliação nas tratadas com metronidazol 6% e 

8% houve aumento na angiogênese (p=0,005). Na avaliação da vimentina, no terceiro 

dia, foi verificada redução de tecido mesenquimal, nos grupos tratados com 

metronidazol 6%, 8% e 10% (p=0,003). CONCLUSÃO: o uso de metronidazol em 

baixas concentrações (6 e 8%) mostra aumento da angiogênese. 

 

DESCRITORES: Cicatrização. Metronidazol. Administração tópica. 

Neovascularização. Absorção cutânea. Fisiológica. Rats. 

KEYWORDS: Wound healing. Metronidazole. Administration topical. Skin absorption. 

Neovascularization. Physiologic. Rats. 
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INTRODUÇÃO 

O metronidazol (1-beta-hidroxietil-2-metil-5-nitroimidazol) é um antibiótico 

contra bactérias anaeróbias obrigatórias, incluindo Bacteroides fragilis, Clostridium, 

Fusobacterium, Peptococcus, Peptoestreptococcus, Eubacterium, Helicobacter, 

Campilobacter fetus, Espiroquetas e Gardnerella vaginalis.  É  ativo contra 

protozoários (Entamoeba histolytica, Giardia lamblia) (1-3). É indicado  para 

septicemia e endocardite bacterianas causadas por anaeróbios. Pode atingir níveis 

terapêuticos em ossos, articulações, cérebro e líquido céfalo-raquidiano 

(3)(4)(5)(6)(7)(8). Há relato de não haver diferenças na cicatrização pós 

hemorroidectomias, quando do uso profilático de ceftriaxona e metronidazol (9). É o 

antibiótico de escolha para o tratamento do pé diabético, embora não seja obrigatório 

(10), sendo utilizado para o controle do odor das feridas (11). 

A literatura relata uso tópico de metronidazol promovendo efeito sobre a 

angiogênese (12). A utilização de clindamicina e metronidazol, em pacientes com 

tumores ginecológicos benignos, resultou em angiogênese precoce (13). O uso do 

metronidazol acelera a contração e a epitelização das feridas (14-17). A reepitelização 

precoce é confirmada por diversos autores (16-19). Concentrações muito baixas 

podem não ser suficientes e concentrações muito altas podem ter efeito tóxico, ambas 

prejudicando a cicatrização (14,20,21). 

O gel de metronidazol reduz contagens bacterianas (22) e sua utilização 

tópica, como filme curativo com metronidazol e hidrogel apresentou melhora de 

padrão cicatricional (23). Membranas antimicrobianas e esferas com metronidazol 

promovem melhora da cicatrização, levando à cura precoce da ferida e reduzindo 

complicações pós operatórias(24-25). Entretanto na comparação do metronidazol 

tópico com o placebo, em feridas malignas, exista relato de não haver diferença 

significante, até o ponto do cross over (26).  

O efeito favorável à cicatrização abre possibilidades em diferentes áreas de 

tratamento. No entanto, os resultados positivos do uso do metronidazol, em 

concentrações e formas de aplicação diferentes, questiona o padrão de ação do 

mesmo. 

Encontra-se na literatura muitos indicativos do benefício deste antibiótico no 

processo de cicatrização. Porém, a avaliação desses resultados torna-se difícil pela 

falta de padronização das concentrações e vias de aplicação utilizadas (27). Há o 
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indicativo do benefício, na cicatrização; porém, a linha que define a via e a 

concentração que promoveria melhores resultados, encontra-se indefinida. 

Este estudo visa investigar o potencial efeito da aplicação tópica de soluções 

de diferentes concentrações de metronidazol (4%, 6%, 8%, 10% e 12%) em ferida 

cutânea aberta sobre o processo de neovascularização local. 

 

MATERIAL E MÉTODO 

O projeto de pesquisa foi desenvolvido após análise e aprovação pelo Comitê 

de Ética no Uso de Animais da Pontifícia Universidade Católica do Paraná, tendo sido 

aprovado sob o protocolo nº 654/2012. O estudo seguiu as orientações da Lei Federal 

11.794 e as recomendações do Colégio Brasileiro de Experimentação Animal.  

Animais do estudo- foram empregados 108 ratos machos (Rattus norvegicus 

albinus, Rodentia mammalia), da linhagem Wistar, com 110 dias de idade e peso entre 

300g e 350g. Os animais foram mantidos no laboratório em período de ambientação, 

em gaiolas individuais, com livre acesso à água e à ração padrão para a espécie e em 

condições ambientais controladas de luminosidade (ciclo claro/escuro de 12 horas), 

temperatura (18 + 2º) e de umidade relativa do ar (55 + 15%).  

Confecção da ferida cutânea- os animais foram anestesiados com quetamina 

80mg/kg e xilazina 8mg/kg, via intramuscular, na porção posterior da coxa direita, 

posicionados em decúbito ventral e com os membros superiores e inferiores 

extendidos e fixados num suporte cirúrgico. Uma área de pele, da região dorsal, de 

24 cm2 (6 cm X 4 cm) foi tricotomizada e submetida à antissepsia com 

polivinilpirrolidona-iodo (PVPI) e protegida com campo esterilizado fenestrado. Uma 

área circular de pele com dois centímetros de diâmetro, demarcada pela rotação da 

borda cortante de "punch" metálico, foi ressecada à tesoura em espessura total 

expondo a fáscia muscular dorsal. Não houve necessidade de hemostasia e a área 

foi deixada exposta. Imediatamente, após o procedimento, os animais receberam 

dipirona na dose de 10mg/kg, por via intramuscular (IM), com finalidade analgésica. 

Grupos de estudo- 18 grupos de 6 animais cada foram, aleatoriamente, 

estabelecidos de acordo com a concentração da solução de metronidazol utilizada no 

tratamento diário das feridas. No grupo controle (GC) não se utilizou solução de 

metronidazol e sim solução de cloreto de sódio à 0,9%. Em todos os outros grupos foi 

utilizada solução aquosa de metronidazol puro, manipulada, diluída em veículo q.s.p. 

solução final de 40mg/kg (4%) no grupo I (GI), 60mg/kg (6%) no grupo II (GII), 80mg/kg 
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(8%) no grupo III (GIII), 100mg/kg (10%) no grupo IV (GIV) e 120mg/kg (12%) no grupo 

V (GV). 

Tratamento das feridas cutâneas-  todas as feridas confeccionadas foram 

tratadas pelo mesmo protocolo conforme literatura prévia (28). Diariamente, as lesões 

eram lavadas com solução de cloreto de sódio à 0,9%, realizada a retirada de crostas, 

seguida da aplicação de 0,3 ml de metronidazol solução com a respectiva diluição de 

acordo com o grupo. Para o tratamento diário das feridas não houve necessidade de 

nenhum procedimento anestésico. 

Retirada das feridas- imediatamente, após a eutanásia, as feridas cirúrgicas 

dos animais foram fotografadas. 

Foi realizada a retirada de cada ferida cirúrgica, com margem de um 

centímetro de pele íntegra em torno da lesão, com profundidade até a musculatura 

dorsal do rato.  

Os segmentos destinados à histologia foram estendidos sobre papel cartão 

identificado. Na seqüência, mergulhados em recipiente com formol a 10% por 24 

horas. Após este período, foram inclusos em blocos de parafina e submetidos a cortes 

de cinco micrômetros. 

Os cortes histológicos foram corados por Hematoxilina Eosina e Sirius Red. 

Para cada corte histológico, foi realizada a leitura de três campos, para ambas as 

colorações, com ampliação de 400X, sobre a área da lesão, para a coloração 

Hematoxilina Eosina e 200X para a coloração Sirius Red. Os campos foram marcados 

nas lâminas; foram definidas áreas superficiais, sendo as áreas de transição entre o 

processo cicatricial e os tecidos antigos dos extremos da ferida e área superficial 

central da mesma. 

Análise Imunoistoquímica- para a imunoistoquímica foi utilizado o método 

tissue array, sendo retiradas amostras do bloco de parafina utilizado para a confecção 

do hematoxilina e eosina (HE) e Sirius Red (SR). A área escolhida para a retirada da 

amostra foi a área superficial central da ferida, localizada na lâmina do HE, 

previamente demarcada 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 processamento imunoistoquímico, tendo sido 

utilizado o anti-CD34(29) e a vimentina(30). O anti-CD34 é um marcador de endotélio, 

a coloração acastanhada confere resultado positivo, mas não apresenta resultados 
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satisfatórios para vasos maiores, sendo sua indicação para microvasculatura. A 

vimentina é um marcador de tecido mesenquimal, cora muitos tipos celulares, 

havendo necessidade de correlação com outros marcadores. Foi realizada a leitura 

de todos os campos para cada corte histológico. Foi utilizado, para a leitura, 

microscópio Olimpus® BX500. A leitura foi realizada por patologista que não conhecia 

a que animal pertenciam.  

Média das leituras para estatística- foi feita a média do número de vasos pelo 

número de campos, de cada ferida, para definir a densidade de vasos. Essa média foi 

encaminhada para análise estatística. 

Análise Estatística- os resultados de área foram descritos por médias, 

medianas, valores mínimos, valores máximos e desvios padrões. Para a comparação 

dos grupos em cada dia de avaliação e para a comparação dos momentos de 

avaliação dentro de cada grupo, foi considerado o teste não-paramétrico de Kruskal-

Wallis. Valores de p<0,05 indicaram significância estatística. Os dados foram 

analisados com o programa computacional Statistica v.8.0. 

 

RESULTADOS 

Anti CD 34 

Comparação dos grupos em cada dia de avaliação 

Houve diferença do número de vasos  entre os grupos no terceiro dia 

(p=0,022) (Tabela 1). 

Na comparação dois a dois, verificou-se que a diferença foi às custas do grupo 

metronidazol 8%, ficando abaixo do padrão do controle (p=0,004) (Tabela 2). 

No sétimo dia constatou-se variação no número de vasos entre os grupos 

(p=0,005) (Tabela 3). Sendo encontrado o maior número de vasos nos grupos tratados 

com metronidazol 6% (p<0,001) e 8% (p=0,016) (Tabela 4). 

O número de vasos foi semelhante entre os grupos, no décimo quarto dia 

(p=0,283) (Tabela 5). 
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Tabela 1- Avaliação anti CD34 do número de vasos/ número de campos no D3 

Grupo 
CD34 CVASOS/ Nº CAMPOS 

Valor de p* 
n Média Mediana Mínimo Máximo Desvio padrão 

Controle 6 4,05 3,91 1,82 6,43 2,07 

0,022 

4% 6 6,88 4,61 2,07 20,00 6,77 

6% 6 2,05 1,88 0,80 3,33 0,87 

8% 6 1,03 0,67 0,27 3,00 1,04 

10% 6 3,46 3,54 0,71 6,00 2,21 

12% 6 3,78 3,33 0,83 9,00 2,77 

*Teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis, p<0,05 

 
 

Tabela 2 - Comparação dos grupos dois a dois do anti CD34 do número de vasos/ número de 
campos no D3 

Grupos comparados Valor de p 

 Controle  x  4% 0,611 

 Controle  x  6% 0,074 

 Controle  x  8% 0,004 

 Controle  x 10% 0,536 

 Controle  x 12% 0,811 

 4%  x  6% 0,025 

 4%  x  8% 0,001 

 4%  x  10% 0,263 

 4%  x  12% 0,456 

 6%  x  8% 0,220 

 6%  x  10% 0,231 

 6%  x  12% 0,118 

 8%  x  10% 0,019 

 8%  x  12% 0,008 

 10%  x  12% 0,702 

 
 
Tabela 3 - Avaliação anti CD34 do número de vasos/ número de campos no D7 

Grupo 
CD34 CVASOS/ Nº CAMPOS 

Valor de p* 
n Média Mediana Mínimo Máximo Desvio padrão 

Controle 6 0,93 0,80 0,44 1,87 0,51 

0,005 

4% 6 1,23 1,08 0,53 2,00 0,63 

6% 6 4,43 3,53 2,67 8,24 2,07 

8% 6 2,38 2,01 0,50 5,00 1,65 

10% 6 1,47 1,40 0,60 2,62 0,69 

12% 6 1,64 1,22 0,80 3,20 0,97 

*Teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis, p<0,05 
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Tabela 4 - Comparação dos grupos dois a dois do anti CD34 do número de vasos/ número de 
campos no D7 

 Grupos comparados Valor de p 

 Controle  x  4% 0,379 
 Controle  x  6% <0,001 
 Controle  x  8% 0,016 
 Controle  x 10% 0,122 
 Controle  x 12% 0,097 
 4%  x  6% 0,000 
 4%  x  8% 0,107 
 4%  x  10% 0,489 
 4%  x  12% 0,417 
 6%  x  8% 0,033 
 6%  x  10% 0,003 
 6%  x  12% 0,004 
 8%  x  10% 0,343 
 8%  x  12% 0,407 
 10%  x  12% 0,903 

 

 
Tabela 5 - Avaliação anti CD34 do número de vasos/ número de campos no D14 

Grupo 
CD34 CVASOS/ Nº CAMPOS 

Valor de p* 
n Média Mediana Mínimo Máximo Desvio padrão 

Controle 6 2,45 2,42 1,33 3,71 0,91 

0,283 

4% 6 3,39 2,97 1,00 7,75 2,56 

6% 6 3,13 2,98 1,33 6,20 1,81 

8% 6 4,04 3,65 1,80 7,50 2,10 

10% 6 1,94 1,76 1,17 3,15 0,77 

12% 6 1,97 2,08 0,63 3,53 1,20 

*Teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis, p<0,05 

 

Comparação dos momentos de avaliação dentro de cada grupo 

Houve variação no número de vasos do grupo controle, quando comparados 

os dias 3, 7 e 14 (p=0,006). Houve maior número de vasos no terceiro dia, quando 

comparado com o sétimo dia (p<0,001) e maior número de vasos no décimo quarto 

em relação ao sétimo dia (p=0,004) (Tabela 6). 

No grupo tratado com metronidazol 4%, encontrou-se diferença na 

comparação dos dias 3, 7 e 14 (p=0,016). No terceiro dia constatou-se a presença de 

mais vasos do que no sétimo dia (p=0,002) e mais vasos no sétimo do que no décimo 

quarto dia (p=0,025) (Tabela 6). 

No grupo tratado com metronidazol 8% o número de vasos variou entre os 

dias 3, 7 e 14 (p=0,019). Verificou-se mais vasos no décimo quarto dia em 

comparação com o terceiro (0,003) (Tabela 6). 
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Tabela 6 - Comparação do número de neovasos dos grupos nos momentos 3 X 7 X 14 dias 

Grupo  Valor de p (dia 3 x 7 x 14) 
Momentos comparados 

3  x  7 3  x  14 7  x  14 

CONTROLE 0,006 <0,001 0,186 0,004 

4 0,016 0,002 0,246 0,025 

6 0,066    

8 0,019 0,062 0,003 0,130 

10 0,268    

12 0,164    

 
 

 
Figura 1- Comparação do número de neovasos em 3, 7 e 14 dias dentro de cada grupo 

 

 

VIMENTINA 

Comparação dos grupos em cada dia de avaliação 

Houve diferença da marcação de tecido mesenquimal, entre os grupos no 

terceiro dia (p=0,003) (Tabela 7). 

Na comparação dois a dois, verificou-se que a diferença foi às custas dos 

grupos metronidazol 6% (p=0,001), 8% (p=0,001) e 10% (p=0,034), ficando abaixo do 

padrão do controle (Tabela 8). 

O número de vasos foi semelhante entre os grupos, no sétimo (p=0,056) 

(Tabela 9) e décimo-quarto (p=0,184) dias (Tabela 10). 
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Tabela 7 - Avaliação vimentina do número de vasos/ número de campos no D3 

 Grupo n Média Mediana Mínimo Máximo Desvio padrão Valor de p (grupos) 

Dia 3 Controle 6 1,560 1,643 0,882 2,333 0,571 

0,003 

 4% 6 1,386 1,292 1,000 1,875 0,366 

 6% 6 0,723 0,697 0,556 1,000 0,177 

 8% 6 0,768 0,667 0,588 1,429 0,326 

 10% 6 0,924 0,969 0,667 1,154 0,195 

 12% 6 1,653 1,292 0,667 4,000 1,198 

 
 
Tabela 8 - Comparação dos grupos dois a dois vimentina do núm. de vasos/núm. de campos no D3 

Grupos comparados Valor de p 

 Controle  x  4% 0,900 
 Controle  x  6% 0,001 
 Controle  x  8% 0,001 
 Controle  x   10% 0,034 
 Controle  x  12% 0,579 
 4%  x  6% 0,001 
 4%  x  8% 0,001 
 4%  x  10% 0,044 
 4%  x  12% 0,667 
 6%  x  8% 0,788 
 6%  x  10% 0,106 
 6%  x  12% 0,002 
 8%  x  10% 0,173 
 8%  x  12% 0,005 
 10%  x  12% 0,106 

 
 

Tabela 9 - Avaliação vimentina do número de vasos/número de campos no D7 

 Grupo n Média Mediana Mínimo Máximo 
Desvio 
padrão 

Valor de p 
(grupos) 

Dia 7 

Controle 6 2,491 2,434 2,222 3,000 0,270 

0,056 

4% 6 2,614 2,518 1,875 4,000 0,747 

6% 6 2,639 2,667 2,353 2,813 0,152 

8% 6 2,651 2,667 2,222 3,000 0,321 

10% 6 3,100 3,000 2,667 4,000 0,464 

12% 6 2,510 2,510 2,353 2,667 0,172 

 
 

Tabela 10 - Avaliação vimentina do número de vasos/número de campos no D14 

 Grupo n Média Mediana Mínimo Máximo Desvio padrão Valor de p (grupos) 

Dia 14 

Controle 6 2,203 2,176 1,579 2,857 0,508 

0,184 

4% 6 2,906 2,667 2,222 4,000 0,621 

6% 6 2,806 2,596 2,308 3,500 0,492 

8% 6 3,045 2,833 2,188 4,000 0,698 

10% 6 2,446 2,353 2,308 2,857 0,213 

12% 6 2,484 2,426 1,765 3,333 0,629 
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Comparação dos momentos de avaliação dentro de cada grupo 

 

Houve variação no número de vasos do grupo controle, quando comparados 

os dias 3, 7 e 14 (p=0,019). Houve maior número de vasos no sétimo, quando 

comparado com o terceiro dia (p=0,003) e maior número de vasos no décimo-quarto 

dia em relação ao terceiro (p=0,039) (Tabela 11). 

No grupo tratado com metronidazol 4%, encontrou-se diferença na 

comparação dos dias 3, 7 e 14 (p=0,003). No sétimo dia constatou-se a presença de 

mais vasos do que no terceiro (p=0,001) e mais vasos no décimo-quarto do que no 

sétimo dia (p<0,001) (Tabela 11). 

O grupo tratado com metronidazol 6% apresentou diferença na comparação 

dos dias 3, 7 e 14 (p=0,003). No sétimo dia constatou-se a presença de mais vasos 

do que no terceiro dia (p<0,001) e mais vasos no décimo quarto do que no terceiro 

(p<0,001) (Tabela 11). 

 
 

Tabela 11 - Comparação dos grupos nos momentos 3 x 7 x 14 dias 

Grupo 
Valor de p 

Dia 3 x dia 7 x dia 14 Dia 3 x dia 7 Dia 3 x dia 14 Dia 7 x dia 14 

Controle 0,019 0,003 0,039 0,205 

4% 0,003 0,001 <0,001 0,227 

6% 0,003 <0,001 <0,001 0,859 

8% 0,003 <0,001 <0,001 0,364 

10% 0,001 <0,001 <0,001 <0,001 

12% 0,076 - - - 

 

No grupo tratado com metronidazol 8% o número de vasos variou entre os 

dias 3, 7 e 14 (p=0,03). Houve a presença de mais vasos no sétimo do que no terceiro 

dia (p<0,001) e mais vasos no décimo-quarto do que no terceiro dia (p<0,001) (Tabela 

11). 

No grupo tratado com metronidazol 10% o número de vasos variou entre os 

dias 3, 7 e 14 (p=0,001). Percebeu-se a presença de mais vasos no sétimo do que no 

terceiro dia (p<0,001) e mais vasos no décimo-quarto do que no terceiro dia (p<0,001). 

Neste grupo houve presença de mais vasos no décimo-quarto dia, quando comparado 

ao sétimo dia (p<0,001) (Tabela 11). 

Não houve diferença no número de vasos, no grupo tratado com metronidazol 

12%, na comparação dos momentos. 



41 

 

DISCUSSÃO 

Substâncias que promovam uma melhor cicatrização são muito estudadas 

porque representam não só qualidade de vida, mas redução de custos, de forma geral. 

O uso do metronidazol que já era utilizado para o controle do odor das feridas 

(11), também apresentou melhora em padrões de cicatrização, confirmada por 

diversos autores (14, 16-19). 

Quando se avalia a literatura, percebe-se que não há padronização, nas 

concentrações utilizadas e nas vias de administração, o que impossibilita a 

comparação adequada entre os resultados. 

Há estudos que procuram avaliar os efeitos do metronidazol na cicatrização 

utilizando 20mg/kg (21), 50mg/kg (18), 108 mg/kg (14), 160mg/kg (17) e 180mg/kg 

(16). Com concentrações diferentes torna-se difícil estabelecer um padrão de 

comportamento para o metronidazol. 

Com a falta de padronização dos estudos, torna-se difícil definir uma 

concentração mínima, abaixo da qual não haveria benefício cicatricional. Da mesma 

forma não há como definir um limite a partir do qual seu uso seria tóxico ou qual a 

concentração que estabeleceria benefício cicatricional. 

Para responder essas dúvidas utilizamos, em nível experimental, o 

metronidazol nas concentrações de 40mg/kg (4%), 60mg/kg (6%), 80mg/kg (8%), 

100mg/kg (10%) e 120mg/kg (12%); em uso tópico, para feridas de espessura total. 

Concentramos nossa avaliação na angiogênese. Uma vez que maior angiogênese 

representa maior aporte de nutrientes para a ferida, logo menor tempo de cicatrização; 

poderemos relacionar o metronidazol à melhora cicatricional ou precocidade 

cicatricional, se o mesmo aumentar o número de vasos na ferida (31). 

Este estudo comprovou benefício a partir do sétimo dia. Houve aumento dos 

neovasos nos grupos que utilizaram metronidazol  6% e 8%, embora, neste dia  tenha 

sido verificada maior angiogênese em todos os grupos experimentais, em números 

absolutos (4%, 6%, 8%, 10% e 12%). A vimentina, que pode ter marcado tecido 

mesenquimal, teve o mesmo comportamento. No terceiro dia 6%, 8% e 10% ficaram 

com valores abaixo do grupo controle. No sétimo dia houve uma tendência a valores 

maiores que o controle nesses grupos. 

Borden (21) em estudo com metronidazol tópico, 20mg/kg (2%), referiu 

retardo cicatricional, atribuindo à toxicidade. Acreditamos que 2% seja uma 



42 

 

concentração muito baixa para alcançar um efeito pró cicatricial, uma vez que 

comprovamos maior angiogênese em 6% e 8%.  

No terceiro dia, encontrou-se menor número de vasos, quando comparado ao 

controle, na utilização da concentração de 8%. Poderia ser justificado como efeito 

tóxico dessa concentração, pois há estudo referindo toxicidade em 2% (21). Porém, 

este estudo comprovou maior angiogênese, em 6% e 8%, no sétimo dia; o que 

descarta a teoria da toxicidade. Talvez, esse valor negativo da concentração de 8%, 

no terceiro dia, se deva ao nosso "n", o qual, em função do número de concentrações 

utilizadas no estudo (5 grupos experimentais e 1 grupo controle), precisou se 

enquadrar no "n" mínimo necessário. 

A hipóxia ou mesmo a hipoperfusão, causada por um número menor de vasos 

que o padrão esperado, força as células a quebrarem a glicose, anaerobicamente, 

resultando na formação do ácido lático (32). 

A combinação entre a hipóxia, o ph baixo e a alta concentração de ácido lático 

ativa o macrófago para a produção de fatores de crescimento (31) . 

Baixas doses de oxigênio aumentam a secreção de fator de crescimento 

endotelial vascular (VEGF)(33). 

O macrófago produz entre os fatores de crescimento, o fator de crescimento 

endotelial vascular (VEGF) (34-37); o qual pode ter estimulado o tecido mesenquimal 

em sua diferenciação. 

A exposição prolongada à hipóxia promove alterações fisiológicas em um 

período de horas a dias(38). A resposta à hipóxia inclui a regulação da angiogênese 

(39,40). Os fatores indutores da hipóxia estimulam a transcrição de genes envolvidos 

na angiogênese, além de processos de multiplicação celular (41).  

Neuropeptídeo, em uso tópico, parece induzir a proliferação de celulas 

mesenquimais (42), talvez o metronidazol, também, possa fazê-la. 

As concentrações de metronidazol 6% e 8% interferiram no terceiro dia, 

reduzindo o número de vasos, o que poderia ter reduzido o aporte de oxigênio, 

aumentando a produção de ácido lático, estimulando os macrófagos a induzirem a  

angiogênese, no sétimo dia, poderia ter sido uma resposta adaptativa à hipóxia 

tecidual. Essa reação teria corrigido o déficit no número de vasos, a ponto de não 

haver diferença no décimo-quarto dia, confirmando um efeito de aumento de vasos, 

tardio para essa concentração. 
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O desvio padrão mostra que a angiogênese não foi homogênea e o "n" não 

permite delinear um perfil. 

Prasad (14) utilizou 160mg/kg referindo efeito negativo para a cicatrização, o 

que pela avaliação de Girish e Patil (17) e pela nossa avaliação ocorreu devido  a uma 

dosagem alta, 16%, a qual possa levar à toxicidade. 

Verificou-se em nosso estudo que  Metronidazol 10% e 12%, no terceiro e no 

décimo quarto dia, foram menores em números absolutos, indicando um status, que 

tenderia a algum grau de toxicidade, uma vez que o número de neovasos foi menor 

que do controle. Portanto, uma concentração de 16% seria tóxica. 

Quando comparamos as diferentes concentrações, em uso tópico, 

delineamos o que poderia se traduzir como um perfil do efeito do metronidazol. Houve  

maior angiogênese, no sétimo dia, nas concentrações de 6% e 8%.  

Dosagens abaixo de 6% poderiam ser insuficientes para estimular a 

angiogênese. Assim como dosagens a partir de 10% poderiam exercer alguma 

atividade tóxica, impedindo a neoangiogênese. 

Sendo o metronidazol um antibiótico, as dosagens de 6% e 8%, poderiam ser 

suficientes para reduzir a flora bacteriana, permitindo um melhor desenvolvimento 

tecidual; neste caso, um melhor desenvolvimento angiogênico.  

Dosagens abaixo desses valores, talvez sejam insuficientes, para reduzir a 

flora bacteriana a ponto de interferir na angiogênese; valores a partir de 10% poderiam 

promover um maior desequilíbrio da flora colonizadora, causando dificuldade para o 

desenvolvimento de vasos, culminando com um resultado que possa ser interpretado 

como toxicidade. Mesmo uma alta concentração, por si só poderia agredir o tecido, 

inflingindo um padrão de toxicidade. 

Prasad e Rao (14), Rao(16) e Girish e Patil (17) utilizaram via oral; Rao (20) e 

Sampaio (18) utilizaram tópico; as concentrações foram diversas: 108 mg/kg, 180 

mg/kg, 160 mg/kg, 10 mg/kg e 50 mg/kg. Independente, da via e da dosagem os 

resultados evidenciaram epitelização precoce. 

Poderíamos entender que a via oral permitiria a absorção e seus efeitos 

antibacterianos sobre os tecidos, enquanto o uso tópico permite a ação antibacteriana, 

talvez, em menor escala, porém suficiente para um efeito angiogênico. 

Se o uso oral promove um efeito sobre a cicatrização, é provável que a ação 

esteja relacionada com a atividade antibacteriana e não relacionada à presença física 

no local. Embora haja relato de antibiótico tópico interferindo na neoangiogênese (12). 
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Talvez características estruturais ou fisiológicas da linhagem celular, sejam as 

responsáveis pela resposta às diferentes concentrações de metronidazol.  

Fica evidente, neste estudo, que a mesma substância apresenta 

comportamento diferente, em sua ação, de acordo com a concentração. 

Nos permite entender que se quisermos otimizar um processo cicatricial, 

pode-se promover um maior padrão de angiogênese, utilizando metronidazol em 

baixas concentrações, 6% e 8%, alcançando esse efeito no sétimo dia.  

Concentrações abaixo dessas nos parecem insuficientes para afetar a angiogênese e 

acima destas, exercem efeito tóxico. 

Há necessidade de mais estudos para a confirmação desses resultados, 

expondo os mesmos a um número maior de animais nos grupos de estudo. 

 

CONCLUSÃO 

É possível se concluir, que no presente estudo, a aplicação tópica de 

metronidazol, em ratos, nas feridas de espessura total, influencia, positivamente, o 

aumento de neovasos em concentrações de 6 e 8%. 
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3 CONCLUSÃO 

- A aplicação tópica de metronidazol sobre a ferida cutânea experimental, não 

infectada, de espessura total, induz absorção sistêmica de quantidades muito baixas 

do antibiótico e não dependentes tanto da concentração da solução aplicada, quanto 

do período de tempo em que foi empregada. 

 
- A aplicação tópica de metronidazol, em ratos, nas feridas de espessura total, 

influencia, positivamente, o aumento de neovasos em concentrações de 6 e 8%. 
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ANEXO 2: DESCRIÇÃO DA TÉCNICA DE IMUNOISTOQUÍMICA REALIZADA  

 

Os blocos parafinados, relativos ao experimento, foram cortados em micrótomo de parafina. 
Os cortes de 5 micra de espessura foram estendidos em lâminas previamente lavadas em solução 
sulfocrômica, emulsionadas com adesivo à base de poli-L-lisina 10% (Poly-L-Lysine, da marca Sigma, 
USA, cód. P8920), e colocadas em estufa a 60ºC durante 12 horas, para melhor aderência destes às 
lâminas.  

Depois de identificadas, as lâminas voltaram à estufa a 60ºC por 20 minutos e, a seguir, foram 
colocadas em três banhos de xilol (5 minutos cada) e em 3 banhos de álcool em concentrações 
decrescentes de 95%, 70%, 50% e água corrente (cinco minutos cada), conforme procedimento 
histotécnico usual, em temperatura ambiente. Em seguida a atividade da peroxidase endógena foi 
bloqueada através da imersão em peróxido de hidrogênio a 3% e em metanol a 70% durante 20 
minutos, então as lâminas foram lavadas em água destilada. 

A recuperação antigênica seguiu os procedimentos descritos nos data-sheet destes. 
As lâminas do anticorpo ACTINA LISA (dil.: 1:250)  marca marca Dako cód. M 0851, foram 

mergulhadas em tampão citrato de sódio a 0,01M com pH igual a 6.0 em câmara de pressão PASCAL 
por 2 minutos e 30 segundos, quando começava a pressão (temperatura chegava a 117°C). Depois de 
desligada, quando a temperatura chegava a 90°C, a câmara de pressão já estava pronta para abrir. 

Após esta etapa, as lâminas foram lavadas em água destilada e colocadas em tampão PBS 
pH 7.4 com TWIN 20 marca Sigma cód. P7949 para diminuir o background. Foi realizado 3 banhos de 
5 minutos cada. 

Em seguida, os cortes foram ciclados por uma caneta hidrofóbica, de marca Dako cód. S2002, 
para evitar que escorresse a solução com o anticorpo diluído, e incubados com o anticorpo previamente 
diluído em uma solução de PBS-TWIN20 + BSA a 0,1% (esta solução serve para bloquear as proteínas 
inespecíficas). Após uma hora de reação em temperatura ambiente foi aplicado o kit da EasyPath ABC 
Universal, sendo que ao fim de cada etapa as lâminas foram lavadas em tampão PBS-TWIN20.  

A seguir foi adicionado o cromógeno DAB, marca Dako cód. K3468, por 30 segundos a 1 
minuto, em média. Em seguida, as lâminas foram lavadas em água destilada e contracoradas em 
hematoxilina de Harris, azuladas em água corrente (núcleos em azul para revelar a morfologia do 
tecido), desidratadas em álcool com concentrações crescentes 50%, 70%, 90% e P.A., e depois quatro 
banhos de xilol, sendo finalmente montadas com goma de Damar, da marca Proquímios, para fixação 
das lamínulas, e posterior observação ao microscópio óptico. 
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