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METRONIDAZOL NA ANGIOGÊNESE CORNEAL EM RATOS 
(Rattus norvegicus, variação albinus, Wistar) 

RESUMO – Visou-se avaliar os efeitos do metronidazol sobre a 
neovascularização corneal. A pesquisa foi dividida em dois artigos. No primeiro, 
compararam-se modelos de angiogênese corneal induzida por cauterização alcalina. 
Vinte e quatro ratos Wistar foram distribuídos em quatro grupos, que diferiram apenas 
quanto aos procedimentos para cauterização alcalina. Um fragmento circular de papel 
filtro de 3mm, embebido em solução aquosa de nitratos de prata e de potássio (3:1, 
vol/vol), foi pressionado sobre a região axial da córnea (olho direito). Os tempos de 
contato do papel com a córnea foram de 10 segundos para os grupos 1 e 4 (G1 e G4) 
e de 20 segundos para os grupos 2 e 3 (G2 e G3). Após cauterização, as córneas 
foram lavadas, por 1 min. Em G1 e em G2 os papéis filtro foram removidos 
imediatamente antes da lavagem. Em G3 e em G4, as córneas foram lavadas com os 
papeis filtro in loco. Parâmetros de neovascularização corneal foram estudados em 
diferentes momentos pós-cauterização. Diferenças foram significativas quando p < 
0,05. As córneas em G1 apresentaram menos áreas vascularizadas (12,63 ± 12,59%), 
em comparação às córneas em G3 (41,95 ± 17,32%) e ém G4 (33 ± 11,74%) (p < 
0,05). Os protocolos adotados para G2, G3 e G4 mostraram excelente 
reprodutibilidade, com 100% de córneas vascularizadas. No segundo, objetivou-se 
monitorar efeitos de instilações de soluções oftálmicas de metronidazol, 0,1% e 0,5%, 
sobre a neovascularização corneal, induziram-se lesões por cauterização alcalina em 
córneas (olho direito) de 40 ratos Wistar como descrito para G3. Após cauterização, 
os ratos foram distribuídos em quatro grupos (Met_0.1%, Met_0.5%, Sham, e não 
tratado). Os grupos Met_0.1% e Met_0.5% receberam, por instilação, soluções de 
metronidazol ao 0,1% ou de 0,5%, respectivamente, à intervalos de 6 horas, por 30 
dias. O grupo Sham recebeu tampão fosfato salino (diluente de metronidazol). O grupo 
não tratado não recebeu qualquer instilação. Córneas em todos os grupos foram 
avaliadas em diferentes momentos pós-cauterização, quanto às intensidades das 
queimaduras, aos índices de neovascularização e aos percentuais de áreas 
vascularizadas. Nos dias 15 e 30, cinco ratos de cada grupo foram submetidos à 
eutanásia, para colheita de córneas que foram avaliadas à histopatologia. Diferenças 
foram significativas quando p < 0,05. Os índices de neovascularização corneal 
calculados para os grupos Met_0.1% e Met_0.5% foram menores que os obtidos para 
os grupos Sham e não tratado (p < 0.05). Córneas tratadas com 0,1% ou 0,5% de 
metronidazol apresentaram menos áreas vascularizadas. Há como admitir que a 
instilação de soluções de metronidazol, 0,1% ou 0,5%, inibiu o crescimento de vasos 
e a progressão de neovascularização corneal, em ratos albinos de laboratório. 
Palavras-chave: cauterização alcalina, neovascularização corneal, metronidazol, rato 
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METRONIDAZOLE IN CORNEAL ANGIOGENESIS IN RATS 
(Rattus norvegicus, Albinus variation, Wistar) 

ABSTRACT- The effect of metronidazole on corneal neovascularization were 
evaluated. The research was divided into two articles. In the first, models of corneal 
angiogenesis by alkaline cauterization were developed. Twenty-Four Wistar rats were 
divided into four groups, which differed in procedures for alkaline cauterization. A 
circular piece of filter paper of 3mm, soaked in a solution of silver and potassium 
nitrates (3:1, vol/vol) was pressed onto the axial region of the cornea (right eye). 
Cauterization times were 10 (G1 and G4), or 20 seconds (G2 and G3). After 
cauterization, the corneas were washed or 1 min. In G1 and G2, the filter papers were 
removed just prior to washing. In G3 and G4, the corneas were washed with the filter 
paper in loco. The parameters of corneal neovascularization were studied at different 
moments of after cauterization. Differences with p < 0.05 were considered significant. 
On day 15, G1 corneas showed smaller vascularized areas (12.63 ± 12.59%) 
compared to those in the G3 (41.95 ± 17.32%) and G4 (33 ± 11.74%) groups (p < 
0.05). The G2, G3, and G4 protocols showed excellent reproducibility, and induced 
vascularization in 100% of corneas. In the second, in order to monitor the effects of 
0.1% and 0.5% instillations of metronidazole ophthalmic solutions on corneal 
neovascularization. After cauterization, rats were distributed in four groups (Met_0.1%, 
Met_0.5%, Sham, and untreated). The groups Met_0.1% and Met_0.5% received, by 
instillation, solutions of 0.1% and 0.5% metronidazole solution, respectively, at 
intervals of 6 hours, for 30 days. The Sham group received phosphate-buffered saline 
(metronidazole diluent). Untreated group received no treatment or instillation. The 
corneas in all groups were evaluated at different post-cauterization moments, 
regarding burn intensitiy, indices of CNV and percentages of vascularized areas. On 
days 15 e 30 after the burn, five rats from each group were euthanized for the harvest 
of corneas which were processed for histopathological examinations. Differences with 
p < 0.05 were considered significant. However, the indices of corneal 
neovascularization (CNV) for Met_0.1% and Met_0.5% groups were lower than those 
for Sham and untreated groups (p < 0.05). Furthermore, corneas treated with 0.1% or 
0.5% metronidazole have fewer vascularized areas compared to control corneas. We 
can admit that regular instillation of 0.1% or 0.5% metronidazole inhibits blood vessel 
growth and progression of neovascularization in alkali-burned corneas of laboratory 
albino rats.  
Key words: alkaline cauterization, corneal neovascularization, metronidazole, rat
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CAPÍTULO 1 – Considerações Gerais 

1 INTRODUÇÃO 

A neovascularização corneal é condição patológica que ocorre em resposta a 

injúrias, como as infecciosas e as inflamatórias. Caracteriza-se pela gênese e o 

crescimento de vasos sanguíneos na córnea. Quando não controlada, a 

neovascularização corneal ocasiona déficil visual importante. 

Relativamente aos mecanismos de neovascularização corneal, grande parte do 

conhecimento advém de estudos envolvendo modelos experimentais de angiogênese 

patológica induzida. Há, em literatura, diferentes protocolos para indução de lesões 

corneais que culminam em neovascularização. O mais difundido deles é o de 

cauterização alcalina pontual. No entanto, a cauterização alcalina pontual está 

associada com padrões variáveis de resposta vascular, a depender de variantes 

metodológicas, que incluem o formato do instrumento cauterizante e o tempo de 

exposição da córnea a ele. Para assegurar homogeneidade e evitar viéses em 

estudos comparativos sobre neovascularização corneal, notadamente nos que 

envolvem fármacos ou procedimentos cirúrgicos em teste, recomenda-se que o 

modelo experimental seja validado.   

As diferentes modalidades farmacológicas e cirúrgicas, atualmente disponíveis 

para tratamento da neovascularização corneal, não são totalmente efetivas e estão 

associadas com índices variáveis de sucesso clínico. Relativamente ao uso de 

fármacos, congregam-se, entre outros, os agentes anti-inflamatórios e os 

biofárrmacos. Enquanto os anti-inflamatórios estão associados com efeitos adversos, 

os biofármacos são de uso off label. Há, por conseguinte, a necessidade científica e 

econômica pela descoberta de novos fármacos, capazes de modularem vias anti-

angiogênicas em córneas neovascularizadas.  

O metronidazol pertence à classe dos nitroimidazóis e é empregado, inclusive 

em oftalmologia, no tratamento de infecções causadas por bactérias anaeróbias e por 

protozoários. Há evidências de que ele pode modular a angiogênese patológica. 

Todavia, estudos prévios conduzidos em tecidos não oculares resultaram em achados 

controversos. Os efeitos de colírios de metronidazol sobre a neovascularização 



2 

corneal não são conhecidos, porém, podem ser investigados em modelos 

experimentais de angiogênese.  

No presente estudo, avaliaram-se padrões de resposta vascular decorrentes 

de diferentes procedimentos para cauterização alcalina em córneas de ratos. 

Ademais, monitoraram-se efeitos de instilações regulares de colírios de metronidazol, 

0,1% e 0,5%, sobre a gênese e o crescimento de vasos em modelos experimentais 

de angiogênese corneal.   

2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Metronidazol 

O metronidazol é um fármaco sintético de ação antimicrobiana, derivado 

heterocíclico do 5-nitroimidazol (VAN DER BIJL et al., 2004; KODYM et al., 2011; DE 

CASTRO; DE GOUVEIA SANTOS, 2015) que contém, em sua estrutura, um radical 

NO2 ligado a um núcleo de cinco átomos (Figura 1). No Brasil, o metronidazol 

representa o fármaco antimicrobiano mais prescrito para uso sistêmico (GONÇALVES; 

HEINECK, 2016). Na Inglaterra, em 2015, o metronidazol foi o fármaco antimicrobiano 

mais prescrito para usos tópico e sistêmico (CHAPLIN, 2016).

Figura 1. Estrutura química do metronidazol. National Institutes of Health, Health & 

Human Services.  

A penetração do metronidazol na célula alvo ocorre por difusão passiva, sob a 

forma de pró-fármaco, cuja ativação se dá por processos de redução no citoplasma 

http://www.nih.gov/
http://www.hhs.gov/
http://www.hhs.gov/
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o de cauterização alcalina pontual, possuem inúmeras variantes metodológicas 

(HOSSEINI et al., 2007; PAPATHANASSIOU et al., 2008; AKAR et al., 2013; 

GIACOMINI et al., 2014; PISO et al., 2014), as quais ensejam diferentes padrões de 

resposta vascular e dificultam a reprodutibilidade entre estudos (NORRBY, 2006; 

GIACOMINI et al., 2014). Enquanto alguns autores conseguiram criar modelos 

homogêneos de angiogênese corneal por cauterização alcalina, outros não lograram

mesmo êxito (NORRBY, 2006).  

3. HIPÓTESES 

Duas hipóteses alicerçaram  a realização do estudo. A primeira (Capítulo 2) é 

a de que variações nos procedimentos para cauterização alcalina pontual, 

notadamente nos tempos de exposição da córnea ao agente cauterizante, induzem 

diferentes padrões de resposta vascular. A segunda é a de que a instilação regular de 

colírio de metronidazol inibe a neovascularização corneal (Capítulo 3).  

4. OBJETIVOS 

Avaliarem-se padrões de resposta vascular associados a diferentes 

procedimentos para cauterização alcalina em córneas de ratos e monitorarem-se

efeitos das instilações regulares de colírios de metronidazol, 0,1% e 0,5%, sobre a 

gênese e o crescimento de vasos em modelos experimentais de angiogênese corneal, 

em ratos.  
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CAPÍTULO 4 – Considerações Finais 

Os resultados no Capítulo 2 deste estudo, referentes ao artigo “Corneal 

angiogenesis based on diferente protocols of alcaline cauterization in murine models”, 

mostraram que variações nos procedimentos para cauterização alcalina pontual 

ensejam diferentes padrões de resposta vascular, ou seja, diferentes perfis de 

crescimento e de invasão de vasos na córnea. Nem sempre, neste estudo, 

observaram-se padrões homogêneos de resposta vascular, o que, em estudos 

comparativos, poderia resultar em viéses e comprometer a reprodutibilidade dos 

resultados. Ademais, um de quatro protocolos de cauterização aqui avaliados, um não 

apresentou boa repetibilidade intralaboratorial. Melhores resultados e alta 

repetibilidade, em termos de homogeneidade de resposta vascular, foram 

conseguidos por meio de protocolo no qual um papel filtro, com 3 mm em diâmetro, 

saturado em solução de nitrato de prata e de potássio 3:1, vol/vol, foi gentilmente 

pressionado sobre a região axial da córnea, por 20 sec. Ato contínuo, o papel filtro foi 

removido e a córnea foi lavada por 1 min com solução de Ringer lactato.  

Os resultados no Capítulo 3 deste estudo, referentes ao artigo “Effect of 

Metronidazole ophthalmic solution on corneal neovascularization in rats”, mostraram 

que a instilação regular (a cada seis horas) de colírios de metronidazol, 0,1% ou 0,5%, 

por 30 dias, inibiu o crescimento de vasos e promoveu regressão de 

neovascularização corneal induzida por cauterização alcalina, em ratos.  




