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METRONIDAZOL NA ANGIOGENESE CORNEAL EM RATOS
(Rattus norvegicus, variacao albinus, Wistar)

RESUMO - Visou-se avaliar os efeitos do metronidazol sobre a
neovascularizacdo corneal. A pesquisa foi dividida em dois artigos. No primeiro,
compararam-se modelos de angiogénese corneal induzida por cauterizacéo alcalina.
Vinte e quatro ratos Wistar foram distribuidos em quatro grupos, que diferiram apenas
guanto aos procedimentos para cauterizacao alcalina. Um fragmento circular de papel
filtro de 3mm, embebido em solucdo aquosa de nitratos de prata e de potassio (3:1,
vol/vol), foi pressionado sobre a regido axial da cornea (olho direito). Os tempos de
contato do papel com a cornea 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). Apds cauterizagdo, as corneas
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 cérneas foram lavadas com os
papeis filtro in loco. Parametros de neovascularizacdo corneal foram estudados em
diferentes momentos pos-cauterizagdo. Diferencas foram significativas quando p <
0,05. As corneas em G1 apresentaram menos areas vascularizadas (12,63 £ 12,59%),
em comparacao as cérneas 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 cérneas vascularizadas. No segundo, objetivou-se
monitorar efeitos de instilacdes de solucdes oftdlmicas de metronidazol, 0,1% e 0,5%,
sobre a neovascularizagdo corneal, induziram-se lesdes por cauterizacdo alcalina em
corneas (olho direito) de 40 ratos Wistar como descrito para G3. Apds cauterizacao,
os ratos foram distribuidos em quatro grupos (Met_0.1%, Met_0.5%, Sham, e nao
tratado). Os grupos Met 0.1% e Met_0.5% receberam, por instilacdo, solucbes de
metronidazol ao 0,1% ou de 0,5%, respectivamente, a intervalos de 6 horas, por 30
dias. O grupo Sham recebeu tampao fosfato salino (diluente de metronidazol). O grupo
ndo tratado ndo recebeu qualquer instilacdo. Corneas em todos os grupos foram
avaliadas em diferentes momentos poOs-cauterizacdo, quanto as intensidades das
queimaduras, aos indices de neovascularizacdo e aos percentuais de areas
vascularizadas. Nos dias 15 e 30, cinco ratos de cada grupo foram submetidos a
eutandsia, para colheita de corneas que foram avaliadas a histopatologia. Diferencas
foram significativas quando p < 0,05. Os indices de neovascularizacdo corneal
calculados para os grupos Met_0.1% e Met_0.5% foram menores que 0s obtidos para
0S grupos Sham e nao tratado (p < 0.05). Cérneas tratadas com 0,1% ou 0,5% de
metronidazol apresentaram menos areas vascularizadas. H4 como admitir que a
instilacdo de solucdes de metronidazol, 0,1% ou 0,5%, inibiu o crescimento de vasos
e a progressao de neovascularizacdo corneal, em ratos albinos de laboratoério.
Palavras-chave: cauterizagéo alcalina, neovascularizagéo corneal, metronidazol, rato



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



CAPITULO 1 - Consideracdes Gerais

1 INTRODUCAO

A neovascularizacdo corneal € condicdo patolégica que ocorre em resposta a
injurias, como as infecciosas e as inflamatdrias. Caracteriza-se pela génese e o
crescimento de vasos sanguineos na céOrnea. Quando nao controlada, a
neovascularizacao corneal ocasiona déficil visual importante.

Relativamente aos mecanismos de neovascularizacao corneal, grande parte do
conhecimento advém de estudos envolvendo modelos experimentais de angiogénese
patologica induzida. H&, em literatura, diferentes protocolos para inducdo de lesdes
corneais que culminam em neovascularizagdo. O mais difundido deles é o de
cauterizacdo alcalina pontual. No entanto, a cauterizacdo alcalina pontual esta
associada com padrbes variaveis de resposta vascular, a depender de variantes
metodoldgicas, que incluem o formato do instrumento cauterizante e o tempo de
exposicdo da cornea a ele. Para assegurar homogeneidade e evitar viéses em
estudos comparativos sobre neovascularizacdo corneal, notadamente nos que
envolvem farmacos ou procedimentos cirargicos em teste, recomenda-se que 0O
modelo experimental seja validado.

As diferentes modalidades farmacoldgicas e cirargicas, atualmente disponiveis
para tratamento da neovascularizacdo corneal, ndo sao totalmente efetivas e estao
associadas com indices variaveis de sucesso clinico. Relativamente ao uso de
farmacos, congregam-se, entre outros, 0s agentes anti-inflamatérios e o0s
biofarrmacos. Enquanto os anti-inflamatérios estdo associados com efeitos adversos,
os biofarmacos sao de uso off label. Ha, por conseguinte, a necessidade cientifica e
econdbmica pela descoberta de novos farmacos, capazes de modularem vias anti-
angiogénicas em corneas neovascularizadas.

O metronidazol pertence a classe dos nitroimidazois e é empregado, inclusive
em oftalmologia, no tratamento de infec¢bes causadas por bactérias anaerobias e por
protozoarios. Ha evidéncias de que ele pode modular a angiogénese patoldgica.
Todavia, estudos prévios conduzidos em tecidos ndo oculares resultaram em achados

controversos. Os efeitos de colirios de metronidazol sobre a neovascularizagéao



corneal ndo sao conhecidos, porém, podem ser investigados em modelos
experimentais de angiogénese.

No presente estudo, avaliaram-se padrdes de resposta vascular decorrentes
de diferentes procedimentos para cauterizacdo alcalina em cérneas de ratos.
Ademais, monitoraram-se efeitos de instilacdes regulares de colirios de metronidazol,
0,1% e 0,5%, sobre a génese e o crescimento de vasos em modelos experimentais

de angiogénese corneal.


http://www.nih.gov/
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CAPITULO 4 - Consideracdes Finais

Os resultados no Capitulo 2 deste estudo, referentes ao artigo “Corneal
angiogenesis based on diferente protocols of alcaline cauterization in murine models”,
mostraram que variacbes nos procedimentos para cauterizacdo alcalina pontual
ensejam diferentes padrdes de resposta vascular, ou seja, diferentes perfis de
crescimento e de invasdo de vasos na cornea. Nem sempre, neste estudo,
observaram-se padrbes homogéneos de resposta vascular, o que, em estudos
comparativos, poderia resultar em viéses e comprometer a reprodutibilidade dos
resultados. Ademais, um de quatro protocolos de cauterizacédo aqui avaliados, um néao
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 diametro,
saturado em solucdo de nitrato de prata e de potassio 3:1, vol/vol, foi gentilmente
pressionado sobre a regido axial da cérnea, por 20 sec. Ato continuo, o papel filtro foi
removido e a cornea foi lavada por 1 min com solucéo de Ringer lactato.

Os resultados no Capitulo 3 deste estudo, referentes ao artigo “Effect of
Metronidazole ophthalmic solution on corneal neovascularization in rats”, mostraram
que a instilagcéo regular (a cada seis horas) de colirios de metronidazol, 0,1% ou 0,5%,
por 30 dias, inibiu o crescimento de vasos e promoveu regressao de

neovascularizacao corneal induzida por cauterizacao alcalina, em ratos.





