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RESUMDO

Objetivo: avaliar os efeitos da administragdo tépica do metronidazol na diferenciacao de fibroblastos e na contragao
da ferida durante cicatrizacdo experimental por segunda intencdo em ratos. Métodos: cento e oito animais foram
submetidos a uma ferida circular no dorso, com 2cm de didmetro e divididos em seis grupos: grupo controle, com
aplicacdo de solucao salina sobre a ferida e cinco grupos experimentais divididos de acordo com a concentracdo da
solucdo do metronidazol utilizada (4%, 6%, 8%,10% e 12%). Curativos foram realizados diariamente durante todo
o periodo do experimento, que foi subdividido em trés momentos de andlise: trés, sete e 14 dias. A contracdo da
ferida foi avaliada por planimetria digital e os miofibroblastos e protomiofibroblastos foram identificados usando técnicas
de imuno-histoquimica CD34 e a-SMA. Resultados: a contracdo da ferida ndo apresentou diferenca entre os grupos
e o controle. Os protomiofibroblastos foram significativamente mais numerosos aos sete dias (p=0,022) nos grupos
metronidazol de 4%, 6% e 8%. Apds 14 dias, nos mesmos grupos, os miofibroblastos predominaram significativamente
(p=0,01). Conclusao: a administracdo topica de solucdo de metronidazol em feridas de pele com cicatrizacao por
segunda intencao foi capaz de melhorar a diferenciacdo de fibroblastos. A fase de contragdo da cicatrizacdo de feridas
permaneceu inalterada, sem reducao significativa da contracdo avaliada pela planimetria digital. Estes resultados podem

ser utilizados em favor do processo de cicatrizacao de feridas.

Descritores: Cicatrizacdo. Metronidazol. Administracdo Topica. Fibroblastos. Miofibroblastos.

INTRODUCAO

de pesquisas ha séculos, mas nas ultimas
quatro décadas, intensificaram-se os trabalhos sobre
fibroplasia, com interesse em reabilitacdo funcional

Oprocesso de cicatrizacdo de feridas é alvo

ou cosmética’.

Apos trauma de pele, acidental ou cirurgico,
os fatores relacionados com a reparacao tecidual sdo
ativados, evoluindo por fases: coagulacao, inflamacao,
proliferacdo, contracdo da ferida e remodelacdo. Mas
estas fases podem ser alteradas em diversas situacoes,
como ocorre quando ha infeccdo, que perpetua o
processo inflamatério propiciando a cronificacdo de
uma lesao de pele, como na Ulcera de perna ou, ao
contrario, quando se usa cremes topicos e curativos
especiais que aceleram o processo de fibroplasia, em
procedimentos estéticos®.

O fendmeno de contracdo da ferida, ou
seja, a relacdo entre o tamanho da ferida e a taxa
de reducdo durante a cicatrizacao, completou
100 anos de sua descricdo®. Entretanto, a
principal célula responsavel por este fenémeno,
o miofibroblasto, s6 foi descrita apds décadas.
Em 1971, Gabbiani® descreveu fibroblastos
presentes no tecido de granulacao que possuiam
caracteristicas em seus citoplasmas semelhantes
lisas,
o miofibroblasto. Em

as encontradas em células musculares
descrevendo, assim,
1990,

abertas em pele de ratos demonstrou que o

estudo experimental com feridas
miofibroblasto era proveniente do fibroblasto
local, apos bandas de fibrilas

musculares, denominadas alpha smooth muscle

desenvolver

actin (a-SMA), caracteristica que identifica o
miofibroblasto através de imuno-histoquimica’.
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Trabalhos recentes®? afirmam gue o conhecimento dos
fatores ativadores e bloqueadores dos miofibroblastos
sao possiveis chaves de tratamento e controle de
neoplasias de origem estromal, como sarcomas.

O metronidazol tépico tem sido usado para
controle de odor em feridas tumorais fungoides. As
caracteristicas destas feridas, elevadas acima da pele
como um cogumelo, com grandes areas de dobras,
similares a vilosidades e criptas, que propiciam
proliferacdo acentuada de bactérias anaerdbicas,
sao causas do odor fétido destas lesdes'®. O presente
estudo teve como objetivo avaliar, em modelo
experimental de cicatrizacao cutanea por segunda
intencdo, a influéncia da aplicacdo tépica de solucdo
de metronidazol em diferentes concentracdes,
sobre a quantidade de protomiofibroblastos e
miofibroblastos e seu potencial papel na fase de
contracao da cicatrizacao das feridas.

METODOS

O projeto foi aprovado pelo Comité de
Etica no Uso de Animais da Pontificia Universidade
Catolica do Parana - CEUA PUCPR, sob o protocolo
ne 655.

O estudo experimental utilizou 108 ratos
machos (Rattus norvegicus, Rodentia mammalia) da
linhagem Wistar, adultos jovens com idades de 110
dias e com peso médio entre 300g e 315g. Foram
mantidos em gaiolas apropriadas individuais para
a espécie, em condicbes ambientais controladas
(luminosidade: 12 horas de ciclo claro/escuro)
com livre acesso a dgua e a racao-padrao para
a espécie. O tamanho da amostra foi estimado
através dos estudos realizados na literatura
pesquisada*'’, e o projeto seguiu as orientacoes
da Lei 11.794/2008 regulamentada pelo decreto
ndmero 6899 e as recomendacdes do Colégio

Brasileiro de Experimentacdo Animal.

Os animais foram aleatoriamente divididos
em seis grupos. Com excecado dos animais do
grupo controle (GC), todos os outros dos grupos
experimentais | a V (GE) foram submetidos a
curativos com o uso de metronidazol em solucdo
tépica a 4%, 6%, 8%, 10% e 12%, com frequéncia
de uma vez ao dia. Cada grupo foi subdividido em
trés subgrupos de seis animais para avaliacdo em
trés, sete e 14 dias apds a lesdo na pele (Tabela 1).

Tabela 1. Diviséo dos animais em grupos e dias de avaliacao.

Grupos NUmero de ratos  Dias de avaliacdo
n-6 3 dias
GC* n-6 7 dias
n-6 14 dias
n-6 3 dias
GE**| (4%) n-6 7 dias
n-6 14 dias
n-6 3 dias
GE**Il (6%) n-6 7 dias
n-6 14 dias
n-6 3 dias
GE**ll (8%) n-6 7 dias
n-6 14 dias
n-6 3 dias
GE**IV (10%) n-6 7 dias
n-6 14 dias
n-6 3 dias
GE**V (12%) n-6 7 dias
n-6 14 dias

* GC: grupo controle; ** GE: grupo experimental.

Os animais foram anestesiados com ketamina
80mg/kg e xilazina 8mg/kg e realizada tricotomia na
regido dorsal de area de aproximadamente 24cm?.
Apds antissepsia com  Polivinilpirrolidona-iodo
(PVPI) e delimitacdo da area operatéria com campo
esterilizado fenestrado, foi realizada resseccdo de
segmento de pele circular com punch metalico com
2cm de diametro, até expor a fascia muscular dorsal.
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Todos os animais tiveram as feridas limpas com
solucao salina. Em seguida, no Grupo controle
(GQ) foi aplicado curativo com gazes secas, e nos
cinco grupos experimento (GE) foram aplicados
curativos com gazes embebidas em metronidazol
solucao (benzoilmetronidazol) em veiculo g.s.p.,
sendo GE | na concentracao de 40mg/ml (4%), GE
Il de 60mg/ml (6%), GE Ill de 80mg/ml (8%), GE IV
de 100mg/ml (10%) e GE V de 120mg/ml (12%).
Apds o término do ato operatério os animais
receberam dipirona na dose de 10mg/Kg, por via
intramuscular para analgesia.

A ferida permaneceu ocluida até a
recuperacao anestésica. Apds este periodo, o0s
animais foram mantidos em gaiolas individuais,
as quais foram colocadas em prateleiras a igual
distancia da fonte de luz, recebendo agua e racao
balanceada ad /ibitum. Nos demais dias, sempre
no periodo da manha, as feridas eram limpas
com solucao salina e na sequéncia, o GC recebia
0,3ml da mesma solucdo e os GEs 0,3ml de
metronidazol solucdo, correspondendo a 12mg/
dia no GE | (4%, 40mg/kg/peso), 18mg/dia no GE II
(6%, 60mg/kg/peso), 24mg/dia no GE Il (8%, 80mg/
kg/peso), 30mg/dia no GE IV (10%, 100mg/kg/peso) e
36mg/dia no GE V (12%, 120mag/kg/peso).

No terceiro, sétimo e 142 dias de
tratamento, seis animais dos GE I, II, lll, IV, V e GC
sofreram eutanasia por dose letal de tiopental sddico
intraperitonial (120mg/Kg), sendo este o método
de eutanasia recomendado para roedores e outros
pequenos mamiferos, contido na Resolucao 714 do
Conselho Federal de Medicina Veterinéria, de 20 de
junho de 2002.

Cada animal foi colocado sobre prancha
cirurgica e fotografado por camera digital, modelo
Cyber-Shot P71, Sony®, resolucao de 3.2M pixels,
mantida em tripé a uma distancia constante de 34cm.

Este procedimento foi efetuado na realizacdo da
ferida (momento zero) e apds eutandsia no terceiro,
sétimo e 142dia. Aimagem obtida foi importada para
0 programa de computador VeV MDmeasurement
Documentation®, para avaliar a contracdo da ferida
por planimetria digital. Para o calculo da area real,
foi utilizado como referéncia um gabarito fornecido
pelo fabricante do programa, quadrado, de 3x3cm,
posicionado ao lado direito da ferida no momento
da fotografia, que permitiu a conversao da imagem
eletrOnica para uma escala em centimetros.

Apo6s os registros fotograficos, as feridas
foram ressecadas com margem de Tcm de pele
integra em torno da lesdo, com profundidade
até a musculatura dorsal do rato. O segmento
destinado a histologia foi estendido sobre filtro de
papel identificado e fixado em formol a 10% por
24 horas. Apds este periodo, foi submetido ao
preparo histolégico convencional, incluso em bloco
de parafina e cortes de 5um.

Para a imuno-histoquimica foi utilizado o
método tissue array. Do bloco de parafina, da area
superficial central da ferida foi retirado um fragmento
com um punch numero 3. As amostras retiradas
foram depositadas em um cassete, conforme
determinacdo do mapa previamente elaborado.
O material foi encaminhado, na sequéncia, para
processamento  imuno-histoquimico, utilizando
anticorpo a-SMA e CD34. O método tissue array
permitiu a analise completa da d4rea central da
ferida, com uma média de 14 campos avaliados
na ampliacao 400x, considerando-se somente
as células nucleadas, alvo da pesquisa, ou seja,
protomiofibroblasto e miofibroblasto.

Para a comparacdao dos grupos em cada
momento de avaliacdo e para a comparacao dos
momentos de avaliacdo dentro de cada grupo, foi

considerado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.
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Valores de p<0,05 indicaram significancia estatistica.
Os dados foram analisados com o programa
computacional IBM SPSS v.20.0.

RESULTADOS

Com relacdo a contracdo das feridas,
observou-se que as dreas diminuiram significativamente
com o decorrer do tempo no GC (p=0,001), nos
GE | (p=0,001), GE Il (p=0,001), GE Ill (p=0,001),
GE IV (p=0,002) e GE V (p=0,002). Houve reducao
progressiva da ferida no terceiro, sétimo e 149 dia
em todos os grupos analisados. Na comparacao
entre 0s grupos experimento e o grupo controle,
nao houve diferenca significativa nos periodos
avaliados.

A imuno-histoquimica CD34, utilizada

para identificar  neovascularizacdo, = marcou
células estromais na matriz, ndo relacionadas a
neovasos, a-SMA negativas, sugestivas de serem
protomiofibroblastos. A utilizacdo do método
tissue array permitiu a comparacao das laminas
com anticorpos a-SMA e CD34, certificando que
nao se tratavam das mesmas células. Na avaliacdo
do terceiro dia, nenhum dos grupos examinados
apresentou protomiofibroblastos nas feridas. No 149
dia ndo houve diferenca entre os grupos. No sétimo
dia houve diferenca entre os grupos (p=0,022),

conforme tabela 2.

Comparando-se 0s grupos dois a dois em
relacdo a presenca de protomiofibroblasto, no sétimo
dia, diferenca significante ocorreu, conforme a tabela 3.

Tabela 3. Comparacdo entre os grupos dois a dois em
relacdo a presenca de protomiofibroblasto no sétimo dia.

Grupos comparados Valor de p
Controle x 4% 0,096
Controle x 6% 0,014
Controle x 8% 0,286
Controle x 10% 0,258
Controle x 12% 0,898

4% x 6% 0,388
4% x 8% 0,532
4% x 10% 0,007
4% x 12% 0,122
6% x 8% 0,142
6% x 10% 0,001
6% x 12% 0,020
8% x 10% 0,033
8% x 12% 0,346
10% x 12% 0,210

Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, p<0,05.

Com a imuno-histoquimica a-SMA, na
avaliacdo do terceiro dia, nenhum dos grupos
examinados apresentou miofibroblastos nas feridas.
No sétimo dia, a diferenca nao foi significativa. No
142 dia houve diferenca entre os grupos (p<0,010),
conforme tabela 4.

Tabela 2. Numero de protomiofibroblastos nas feridas dos grupos controle e experimento no sétimo dia de avaliagao.

Grupos n Médias Desvio padrao Valor de p
Controle 6 0,612 0,853
4% 6 1,602 1,469
. 6% 6 2,355 1,602
Dia 7 0,022
8% 6 1,589 2,052
10% 6 0,140 0,310
12% 6 0,481 0,407

Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, p<0,05.
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Tabela 4. Numero de miofibroblastos nas feridas dos grupos controle e experimento no 142 dia de avaliagao.

Grupos n Médias Desvio padrao Valor de p
Controle 6 0,186 0,288
4% 6 1,061 1,136
. 6% 6 2,530 1,718
Dia 14 0,010
8% 6 1,287 1,139
10% 6 0,981 0,417
12% 6 0,235 0,231

Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, p<0,05.

Comparando-se 0s grupos dois a dois em
relacdo a presenca de miofibroblasto no 142 dia,
diferenca significante ocorreu, conforme a tabela 5.

Tabela 5. Comparacdo entre os grupos dois a dois em
relacdo a presenca de miofibroblasto no 149 dia.

Grupos comparados Valor de p
Controle x 4% 0,045
Controle x 6% 0,001
Controle x 8% 0,021
Controle x 10% 0,008
Controle x 12% 0,776

4% x 6% 0,084
4% x 8% 0,726
4% x 10% 0,464
4% x 12% 0,081
6% X 8% 0,162
6% x 10% 0,304
6% x 12% 0,001
8% x 10% 0,701
8% x 12% 0,039
10% x 12% 0,016

Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, p<0,05.

DISCUSSAO

Entre os autores que fizeram trabalhos
experimentais em ratos com ferida aberta no dorso,
com cicatrizacdo por segunda intencao e avaliaram
contracdo da ferida por planimetria, Prasad et al.'?,
com o uso do metronidazol por via oral na dose de
160mg/kg/dia, e Rao et al.’*, com o uso da medicacao

tépica na dose de 180mg/kg/dia, referiram aumento
da contracdo da ferida. Entretanto, Borden et al.'#,
que fizeram uso de metronidazol intraperitoneal na
dose de 20mg/kg/dia, e Trindade et al#, com uso
tépico na dose de 50mg/kg/dia, ndo encontraram
diferenca significante na contracdo da ferida aberta na
comparacao dos grupos estudados.

Wrobel et al.’®>, em trabalho realizado com
cultura de fibroblastos e miofibroblastos humanos
em substrato passivel de contracdo, produziram
forca contrateis similares, sugerindo que na
auséncia da expressao de a-SMA, o fibroblasto
poderia produzir forca contratil suficiente para
o fechamento de uma ferida aberta. Ibrahim et
al.’® avaliaram contracdo de feridas abertas em
cicatrizacdo por segunda intencdo em humanos
e ratos machos e fémeas sem interferéncia
medicamentosa. Os autores demostraram que
a expressdo da a-SMA dos fibroblastos, ou seja,
os miofibroblastos no tecido de granulacao
contribuiram, mas ndo foram obrigatérios para
a contracdo da ferida, e concluiram que os
fibroblastos invivo podem gerar forca contratil.

Berry et al."” referiram que houve contracao
efetiva das feridas amplas na auséncia de alta
densidade de miofibroblastos. Sugeriram que a
unidade contratil possa ser a organizacao que 0s
fibroblastos promovem das fibrilas colagenas finas
na fibra colagena espessa e a compactacao do tecido
conjuntivo dentro do tecido de granulagao, retraindo

a derme e o tecido adiposo ao redor da ferida.
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Em nosso trabalho, observou-se que as feridas dos
grupos experimento e controle diminuiram sua
area de modo significativo com o evoluir do tempo.
Porém, quando os grupos foram comparados entre
si, ndo houve diferenca em nenhum dos momentos,
demonstrando que o metronidazol nas doses de 40mg/
kg/dia, 60mg/kg/dia, 80mg/kg/dia, 100mg/kg/dia e
120mg/kg/dia, em uso tépico, ndo alterou a velocidade
da contracdo da ferida com cicatrizacdo por segunda
intencao. Portanto, a taxa de reducao do tamanho da
ferida durante a cicatrizacdo por segunda intencao
demonstrou nao ser influenciada pelo metronidazol
em uso tépico, independe das doses utilizadas.

ha fibroblastos
gue apresentam em seus citoplasmas bandas de

Na matriz extracelular

microfilamentos conhecidas como fibras contrateis
que expressam actina, porém sao a-SMA negativos
e podem ser marcadas por CD34"8'° Nas fases
precoces de formacao do tecido de granulacdo da
ferida em cicatrizacdo por segunda intencdo, os
fibroblastos ao redor da ferida migram para o centro
da lesao e adquirem em seus citoplasmas bandas de
microfilamentos similares as fibras contrateis beta
e gama actina, tornando-se protomiofibroblastos,
gue iniciam a sintese dos componentes da matriz
extracelular, tais como fibronectina, colageno tipo
| e llI"82° Estas células, miofibroblastos imaturos,
aparecem no tecido de granulacao entre o quinto e
o0 sexto dia apds a confeccao da ferida?'.

Os protomiofibroblastos secretam uma forma
de fibronectina denominada ED-A fibronectina que
demonstra ser importante na ferida para expressao
do fendtipo miofibroblasto>?®. A transformacao
do fibroblasto em protomiofibroblasto parece
depender da mudanca da tensdo mecanica da ferida
guando comparada com o aumento da rigidez da
pele normal. Entretanto, a diferenciacdéo completa
em miofibroblastos sé ocorrerd com a estimulacao
do fator de transformacdo do crescimento beta

(TGF-B) na presenca da ED-A fibronectina®>%.

O Fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF)
e o Fator de necrose tumoral-alpha demonstram ter
acao na formacao do protomiofibroblasto, mas estas
citocinas isoladas ndo conseguem induzir a expressao
do a-SMA e diferenciacdo em miofibroblasto in vitro
ou in vivo'?',

Hinz et al?’, em experimento com
substrato de silicone e matriz colagena tratada
com TGF-B, e cultivo de fibroblastos de subcutaneo
de ratos, conseguiram aumento da expressao da
a-SMA, demonstrando a acdo deste fator sobre
a atividade contratil dos fibroblastos. O TGF-3
possui a acdo sobre a proliferacdo e diferenciacdo
dos fibroblastos em miofibroblastos, ativacao
dos queratinécitos, deposicdo da matriz e
angiogénese?3.

Ha fatores inibidores da expressdo da
a-SMA, como o fator de crescimento fibroblastico
basico (bFGF), que demonstram antagonizar o
TGF-B 1%4. O Interferon-y produzido pelas células
T suprime a expressao da a-SMA, deposicdao de
colageno e contracdo em modelos animais?.
O TGF beta-3 altera a expressdao a-SMA, mas
depende da cultura das células aplicadas®. A
Interleucina-1 demonstra antagonizar o TGF-3
e apos, este blogueio induz o miofibroblasto a
apoptose?’. A relacado entre a matriz extracelular e
TGF-B determina uma cicatrizacdo normal ou um
processo de fibrose?':3.

Em nosso estudo, 0s grupos experimento
com aplicacio de metronidazol solucdo a
4% (40mg/kg/dia), 6% (60mg/kg/dia), 8%
(80mg/kg/dia) apresentaram maior numero de
protomiofibroblastos nas feridas. Os grupos
experimento 10% (100mg/kg/dia) e 12% (120mg/
kg/dia) apresentaram menor densidade destas
células que o grupo controle. Isto sugere que
a acao do metronidazol toépico para induzir
na ferida a diferenciacdo do fibroblasto em
protomiofibroblasto é dose dependente.
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Conhecer os fatores de recrutamento dos
fibroblastos e células mesenquimais, diferenciacéo,
proliferacdo e apoptose dos miofibroblastos sdo
reparacao
tecidual normal e patoldgica®. No que diz respeito aos
miofibrolbastos, estudos com imunofluorescéncia

fundamentais para compreender a

marcada com anticorpos para detectar todas as
isoformas de actina afirmaram que estas células
sdo provenientes dos fibroblastos que migraram
para ferida’. Nestes estudos, os miofibroblastos
apareceram no sexto dia de avaliacao das feridas,
e estavam positivamente presentes do 122 ao 152
dia. Do 162 ao 202 dia houve declinio intenso
da presenca dos miofibroblastos e, no 309 dia,
ja nao havia nenhuma destas células nas feridas.
Observaram ainda que figuras apoptoticas nos
fibroblastos apareceram entre o 202 e o 252 dia
da lesdao, sugerindo haver morte programada
destas células nos casos de cicatrizacdo de feridas.
Os autores enfatizaram que a primeira fase de
contracdao da ferida independe do fendtipo do
miofibroblasto’.

Os miofibroblastos sao células que possuem
em seu citoplasma bandas de microfilamentos de
a-SMA organizadas. Mas outros marcadores de fibras
musculares miosina de cadeia pesada, desmina,
h-caldesmon e smoothelin sdo negativos®228.
Tomasek et al.' afirmaram que o miofibroblasto tem
acao na sintese da matriz extracelular e na geracao
de forca responséveis pela reorganizacdo da matriz
e contracdo da ferida. Com o aumento dos estudos
de linhagem celular e ferramentas genéticas tem
sido possivel identificar outros precursores de
miofibroblastos além dos fibroblastos provenientes
da derme intacta adjacente. Tem-se proposto
precursores como células da musculatura lisa
vascular, pericitos, células mesenquimais, fibrécitos,
células hepaticas estreladas, células da medula 6ssea
entre outras®?’-2°,

Segundo Hinz et al.?!, os miofibroblastos
sdo caracterizados pelo desenvolvimento de fibras
contrateis a-SMA e aumento da producao de proteinas
da matriz extracelular. Estas células se conectam por
meio da adesdo focal na matriz e entre as células
por juncbes aderentes (Figura 1). A principal célula
para originar o miofibroblasto, apds uma lesdo dos
diferentes tecidos, parece ser o fibroblasto residente
na derme ao redor da lesdo, diferenciando-se
inicialmente em protomiofibroblasto, caracterizado
por ser a-SMA negativo.

Estudos recentes afirmam que a matriz
extracelular desenvolve e mantém a homeostase
tecidual, e a sua disfuncao favorece o aparecimento
de doencas fibréticas e neoplasias estromais®?33°,
A degeneracao tecidual em malignidade pode ser
proveniente de casos de doencas fibréticas, tais
como cirrose hepética, fibrose pulmonar e renal,
caracterizadas por hiperproliferacdo de fibroblastos,
suas diferenciacdes em miofibroblastos e acimulo
anormal de colageno®?'3°. O conhecimento do
processo complexo de producdo, modificacdo e
remodelacao da matriz extracelular é a chave para
atuar nas respostas celulares e terapias antifibréticas
e antineoplasicas?>2193031, e Gabbiani®?
afirmaram que o miofibroblasto é a principal célula
envolvida em doencas fibroticas, e a estratégia

Hinz

terapéutica seria interferir na diferenciacdo desta
célula controlando o TGF-B 1 e ED-A fibronectina.
Ha relatos de que a tensdao mecanica
existente na matriz extracelular na ferida seria a
responsavel pela manutencdao da presenca dos
Considerando  os
precursores dos miofibroblastos,
seu estudo, levanta a hipotese de que os
miofibroblastos ndo possuem igual resposta aos

miofibroblastos334. possiveis

Hinz*®>, em

fatores mecanicos das lesdes, e que provavelmente
ha outros fatores para a manutencdo do fendtipo
miofibroblasto além da mudanca na tensdo da ferida.
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MYOFIBROBLAST PROGENITORS

LOCALLY RESIDING MESENCHYMAL CELLS

differentiation

—..
PROTO- DIFFERENTIATED

fibroblast : MYOFIBROBLAST \MYOFIBROBLAST

OTHER LOCAL SOURCES

oo =~

epithelium

C— @&

endothelium

BONE MARROW / MYOFIBROBLAST

o —— ECM
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wmm——— Cytoplasmic actin stress fiber
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Figura 1. Uma célula, multiplas origens. Fonte: Imagem obtida sob licenca n® 3927950953808 de publicacdo da Elsevier
em The American Journal of Pathology, artigo The Myofibroblast, volume 170, edicdo 6, de junho de 2007 em concordancia
do autor Dr. Boris Hinz.
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Protomiofibroblastos e miofibroblastos podem ser
encontrados em tecidos normais, como septo alveolar e
criptas intestinais, onde a tensao tecidual esta estavel?°.

Na presente pesquisa 0s grupos experimento
com aplicacdo tépica do metronidazol solucao a 4%
(40mg/kg/dia), 6% (60mg/kg/dia) e 8% (80mag/kg/
dia) apresentaram maior densidade de miofibroblastos
nas feridas, sugerindo que a diferenciacdo do
protomiofibroblasto em miofibroblasto, ou seja, a
expressao da a-SMA, depende da dose utilizada
do metronidazol. Uma hipotese plausivel seria que
0 metronidazol tépico entre 40 e 80 mg/kg/dia
apresentaria um aumento da acdo do TGF-B3 na ferida,
mas em doses altas, acima 100mg/kg/dia, levaria ao
blogueio desta citocina necessaria para expressao do
fendtipo miofibroblasto, conforme demonstrado em
outros estudos?'?*. Entretanto, a acdo aparentemente
toxica do metronidazol tépico em doses acima
de 100mg/kg/dia, em cicatrizacdo de feridas por

ABSTRACT

segunda intencao, passa a ser desejavel como terapia
antifibrética em tratamento de cicatriz hipertréfica de
pele ou prevencao de formacao de queloide.

Fazem-se necessarios novos estudos para
avaliar a acao do metronidazol em altas doses sobre
a expressdo do fendtipo miofibroblasto, em uso via
oral ou endovenoso, para determinar se doses acima
de 100mg/kg/dia, por estas vias de administracao,
apresentariam igual bloqueio da expressdao da
a-SMA, constituindo assim uma forma de terapia
antifibrotica de acao sistémica, como sugeriram
Hinz e Gabbiani*? como estratégia terapéutica.

Concluimos que a aplicacdo tépica de
metronidazol em diferentes concentracdes sobre feridas
cutaneas em cicatrizacao por segunda intencdo induz
a proliferacao significativa de protomiofibroblastos e
miofibroblastos com efeito méaximo na concentracdo de
6%, porém, sem influenciar significativamente a fase de
contracdo da ferida.

Objective: to assess the effects of topical administration of metronidazole on fibroblast differentiation and on wound
contraction during experimental secondary intention wound healing in rats. Methods: we submitted 108 rats to a
circular wound on the back, 2cm in diameter, and divided them into six groups: control group, with application of saline
solution on the wound and five experimental groups, divided according to the concentration of metronidazole solution
used (4%, 6%, 8%, 10% and 12%). We changed the dressings daily throughout the trial period, which comprised
three stages of analysis: three, seven and 14 days. We evaluated wound contraction by digital planimetry, and identified
myofibroblasts and protomyofibroblasts using CD34 and o-SMA immunohistochemistry techniques. Results: wound
contraction was not different between the experimental and the control groups. Protomyofibroblasts were significantly
more numerous at seven days (p=0.022) in the 4%, 6% and 8% metronidazole groups. After 14 days, in the same groups,
myofibroblasts predominated significantly (p=0.01). Conclusion: the topical administration of metronidazole solution in
skin wounds healing by secondary intention was able to improve the differentiation of fibroblasts. The contraction phase
of wound healing remained unchanged, without significant reduction of the contraction evaluated by digital planimetry.
These results can be used in favor of the wound healing process.

Keywords: Wound Healing. Metronidazole. Administration, Topical. Fibroblasts. Myofibroblasts.
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