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RESUMO 

 

As úlceras traumáticas são lesões dolorosas e comuns da mucosa oral, não possuindo protocolo 

terapêutico bem definido. A pele da tilápia do Nilo surge como uma possível alternativa de 

tratamento, já que mostra melhora na cicatrização de feridas cutâneas em estudos animais e 

humanos. O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial cicatrizante do colágeno extraído da pele 

de tilápia do Nilo (CPTN) em modelo experimental de úlceras traumáticas orais em ratos. O estudo 

contou com 120 ratos machos da linhagem Wistar, divididos aleatoriamente em três grupos, os 

quais foram tratados por via tópica, 2x ao dia, com: CPTN a 1% em orabase (CPTN-Ob), orabase 

sem o colágeno (Ob) e triancinolona acetonida em orabase (Triancinolona-Ob). As úlceras 

traumáticas foram induzidas em mucosa jugal esquerda através de punch dermatológico com 8 mm 

de diâmetro. A administração tópica foi realizada até os dias de eutanásia (dias 1, 5, 10, 15 e 20, 

após ulceração), onde as úlceras foram clinicamente mensuradas para cálculo da área e percentual 

de contração (relação entre área inicial e final) e os animais pesados para cálculo da variação de 

massa corpórea. Lâminas histológicas foram confeccionadas para análise através de escores 

(presença ou ausência de epitélio e de reparo do tecido conjuntivo) e histomorfométrica (contagem 

de polimorfonucleares (PMN), mononucleares (MN), vasos sanguíneos (VS) e 

fibroblastos/miofibroblastos). Coloração de Picrosirius Red foi realizada para análise do colágeno 

e imunoistoquímica para os marcadores CD31, α-AML e TGF-β. Para a análise estatística, foi 

utilizado o software GraphPad Prism® 5.0 e o índice de significância p<0,05 foi adotado em todas 

as avaliações. No 15º dia, os grupos CPTN-Ob e Triancinolona-Ob mostraram menor área de úlcera 

e maior percentual de contração (p=0,0061), total re-epitelização (p<0,001), melhores escores 

histológicos de reparo (p=0,012) e menor número de PMN (p=0,0029) comparado ao grupo Ob. 

Ainda nesse dia, o grupo CPTN-Ob mostrou um maior número de VS (p=0,017), maior deposição 

de colágeno total, colágeno tipo I e tipo III (p<0,05) e maior expressão de CD31, α-AML e TGF-

β (p<0,05) comparado aos grupos Ob e Triancinolona-Ob. No 20º dia, o grupo CPTN-Ob obteve 

um maior ganho de peso em relação aos grupos Ob e Triancinolona-Ob (p<0,0001). Conclui-se 

que o CPTN em orabase otimiza a cicatrização de úlceras traumáticas por estimular re-epitelização, 

angiogênese e colagênese, com importante papel do TGF- β nesse processo. 

 

Palavras-chave: úlceras orais; colágeno; cicatrização; tilápia do Nilo. 



 

 

 
 

ABSTRACT 
 
Traumatic ulcers are painful and common lesions of the oral mucosa, with no well-defined 

therapeutic protocol. Nile tilapia skin appears as a possible alternative treatment, as it shows 

improvement in the healing of skin wounds in animal and human studies. The objective of this 

study was to evaluate the healing potential of collagen extracted from Nile tilapia skin (NTSC) in 

an experimental model of traumatic oral ulcers in rats. The study included 120 male Wistar rats, 

which were randomly divided into three groups, which were treated topically, twice a day, with: 

1% NTSC in orabase (NTSC-Ob), orabase without collagen (Ob) and triamcinolone acetonide in 

orabase (Triamcinolone-Ob). Traumatic ulcers were induced in the left jugal mucosa using a 

dermatological punch measuring 8 mm in diameter. Topical administration was performed until 

the days of euthanasia (days 1, 5, 10, 15 and 20, after ulceration), where the ulcers were clinically 

measured to calculate the area and percentage of contraction (relation between initial and final 

area) and the weighed animals to calculate body mass variation. Histological slides were prepared 

for analysis through scores (presence or absence of epithelium and connective tissue repair) and 

histomorphometric (polymorphonuclear (PMN), mononuclear (MN), blood vessels (BV) and 

fibroblasts/myofibroblasts analysis. Picrosirius Red staining was performed for collagen analysis 

and immunohistochemistry for CD31, α-SMA and TGF-β markers. For the statistical analysis, the 

GraphPad Prism® 5.0 software was used and the significance index p<0.05 was adopted in all 

evaluations. On the 15th day, the NTSC-Ob and Triamcinolone-Ob groups showed a smaller ulcer 

area and a higher percentage of contraction (p=0.0061), total re-epithelialization (p<0.001), best 

histological repair scores (p=0.012) and a lower number of PMN (p=0.0029) compared to the Ob 

group. Also on that day, the NTSC-Ob group showed a greater number of BV (p=0.017), greater 

deposition of total collagen, collagen type I and type III (p<0, 05) and higher expression of CD31, 

α-SMA and TGF-β (p<0.05) compared to the Ob and Triamcinolone-Ob groups. On the 20th day, 

the NTSC-Ob group obtained a greater weight gain in relation to the Ob and Triamcinolone-Ob 

groups (p<0.0001). It is concluded that NTSC in orabase optimizes the healing of traumatic ulcers 

by stimulating re-epithelialization, angiogenesis and collagenesis, with an important role of TGF-

β in this process.  

 

Keywords: oral ulcers; collagen; wound healing; Nile tilapia.   
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

1.1 Cicatrização de feridas   

As feridas, tanto cutâneas como orais, consistem em uma solução de continuidade do 

epitélio, com exposição de tecido conjuntivo, decorrentes de uma agressão por agentes mecânicos, 

térmicos, químicos ou biológicos ao tecido vivo. O processo cicatricial é o esforço dos tecidos para 

restaurar a função e estruturas normais (TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008).  

Após o surgimento de uma lesão, inicia-se o processo de reparação dessa ferida. O 

tecido lesionado pode passar por dois processos: regeneração ou cicatrização. A regeneração é a 

recuperação total da área injuriada, quando esta não compromete as células precursoras do epitélio 

e conjuntivo. Ocorre uma reorganização tecidual e substituição completa da população celular 

normal. Em humanos, a regeneração ocorre perfeitamente somente em fetos, sendo a cicatrização 

a principal forma de reparo tecidual (FERGUSON; O’KANE, 2004; EMING; MARTIN; TOMIC-

CANIC, 2014).  

A cicatrização consiste na reparação da arquitetura tecidual por meio da deposição de 

colágeno e da proliferação de tipos celulares, principalmente fibroblastos, resultando em uma 

cicatriz, no caso de feridas cutâneas (GURTNER et al., 2008). Esse processo é complexo e envolve 

populações celulares residentes e que migram para o local lesionado, sinais químicos e 

componentes da matriz extracelular (SINGER; CLARK, 1999). 

As formas de cicatrização de feridas podem ser classificadas em primeira, segunda ou 

terceira intenção. A cicatrização por primeira intenção ocorre quando as extremidades da ferida 

ficam próximas uma da outra e podem ser suturadas, ocorrendo de forma mais rápida. A por 

segunda intenção é mais lenta e se dá quando há uma perda extensa de tecido, com as margens 

distantes umas das outras, sendo necessário a formação de tecido de granulação, contração e re-

epitelização da lesão. A por terceira intenção, também chamada de cicatrização atrasada por 

primeira intenção, envolve o uso de medicamentos antibióticos para combater infecções na área 

lesionada, que deve permanecer aberta enquanto o organismo não reverter o quadro infeccioso 

(SINGH; YOUNG; MCNAUGHT, 2017).  
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O processo fisiológico que envolve a cicatrização de feridas é dividido, basicamente, 

em 4 fases que se sobrepõem no curso temporal: Hemostasia, inflamação, proliferação e 

remodelação (VELNAR; BAILEY; SMRKOLI, 2009; GONZALEZ et al., 2016; CHENG et al., 

2018) (Figura 1).  

 

      Figura 1 Etapas da cicatrização de feridas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

        Fonte: adaptado de TOMA et al. (2021). 

 

1.1.1 Fase inflamatória  

O reparo tecidual inicia-se com a fase inflamatória. Ela é precedida pela hemostasia, 

que é estabelecida a partir da constrição de vasos danificados imediatamente após a abertura da 

úlcera, a fim de evitar o sangramento excessivo, ocasionando hipóxia e acidose tecidual 

(STRONCEK; BELL; REICHERT, 2009). Estas condições favorecem a liberação de óxido nítrico 

(NO), adenosina difosfato (ADP) e outros metabólitos vasoativos, que juntamente com a histamina 

liberada por mastócitos promovem a vasodilatação para permitir que plaquetas e outros elementos 
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celulares alcancem a área lesionada (SINGH; YOUNG; MCNAUGHT, 2017). O plasminogênio, 

glicoproteína precursora da plasmina, participa ativamente de controles fisiológicos ligados à 

hemostasia sanguínea, como fibrinólise e trombólise. Além disso, estudos evidenciam que o 

sistema de ativação do plasminogênio está envolvido na cicatrização de feridas, sendo também 

responsável pela migração de queratinócitos durante o processo cicatricial bem como do aumento 

da expressão do Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) (JUNCKER-JENSEN, LUND, 

2011; SHEN, et al., 2012; CHENG et al., 2018).  

Concomitante a esse processo, ocorre a agregação plaquetária e a formação de um 

tampão de fibrina, decorrentes da ativação da cascata de coagulação sanguínea e do sistema 

complemento (SINGH; YOUNG; MCNAUGHT, 2017). A ativação das plaquetas pela trombina 

leva à liberação do conteúdo dos grânulos densos e alfa, que expressam receptores de adesão que 

facilitam a infiltração de leucócitos e liberação de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento, 

tais como: Interleucina 1 (IL-1), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), serotonina, 

fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), fator de crescimento transformante beta (TGF-β), fator de 

crescimento epidérmico (EGF) e VEGF (GOLEBIEWSKA; POOLE, 2015).  

Na fase inflamatória aguda ocorre aumento da permeabilidade vascular, causando 

exsudação de plasma rico em proteínas para o tecido extravascular, ocasionando o edema 

(FREIRE; DYKE, 2013). A formação do edema é um processo que envolve a liberação de 

mediadores da dor, tais como NO, TNF-α, IL-1β, bradicinina e prostaglandinas, que estimulam os 

nociceptores, originando o processo doloroso. Tais feridas geralmente são associadas com dor 

intensa, sendo, portanto, um fator de desconforto para os portadores dessas lesões (SAKATA; 

ISSY, 2004).  

No exsudato inflamatório há a presença de diversos leucócitos, com o perfil de 

infiltração se alterando conforme a evolução da cicatrização (Figura 2). Neutrófilos são as células 

predominantes no momento inicial da inflamação, surgindo cerca de 1 hora após a injúria, atraídos 

por fatores quimiotáticos liberados durante a hemostasia (TGF-β, TNF-α, IL-1, IL-8). São células 

pequenas e de núcleo segmentado que agem eliminando patógenos e restos celulares consequentes 

da lesão por meio de: fagocitose; degranulação e liberação de uma variedade de substâncias tóxicas 

(mieloperoxidase, catepsina, lactoferrina); produção de “armadilhas” extracelulares (NETs) e de 

espécies reativas de oxigênio (EROs), potentes moléculas oxidantes de ação bactericida. Além 

disso, os neutrófilos também agem, por meio da liberação de quimiocinas, no recrutamento de 
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monócitos e ativação de macrófagos, na degradação e, posterior, reorganização da matriz 

extracelular por meio da liberação de metaloproteinases de matriz (MMPs), além de secretar 

citocinas pró e anti-inflamatórias (por exemplo, IL-8 e IL-10, respectivamente) (SINGH; YOUNG; 

MCNAUGHT, 2017; SELDERS et al., 2017). A população neutrofílica entra em declínio à medida 

que os patógenos e restos celulares vão sendo eliminados da ferida, geralmente em torno do 3º dia 

pós-injúria. A eliminação dos neutrófilos se dá por apoptose e subsequente fagocitose por 

macrófagos, que começam a se tornar predominantes no local lesionado (STRONCEK; BELL; 

REICHERT, 2008; HARPER; YOUNG; MCNAUGHT, 2011).  

 

Figura 2 Participação de células inflamatórias em uma ferida ao longo do processo de 

cicatrização. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

           Fonte: Adaptado de KOH e DIPIETRO (2011). 

 

 

 



18 

 

 

 
 

Os monócitos representam somente 3% dos leucócitos circulantes e são recrutados, 

inicialmente, pela liberação de quimiocinas por neutrófilos. Ao chegarem na área da ferida, passam 

por um processo de diferenciação e ativação, convertendo-se em macrófagos, cujo pico de 

concentração se dá entre 48-72 horas após a injúria (KOH; DIPIETRO, 2011). A ativação dos 

macrófagos ocorre por dois mecanismos diferentes, originando dois fenótipos distintos: por meio 

da exposição a citocinas inflamatórias, interferons ou lipopolissacarídeos (LPS), dando origem ao 

macrófago M1; por meio da exposição às citocinas anti-inflamatórias (IL-4, IL-13), gerando os 

macrófagos M2 (MAJTAN, 2014).  

Os macrófagos do tipo M1 são classicamente ativados e recrutados para o leito da ferida 

a fim de que haja o debridamento e fagocitose dos restos celulares, enquanto os macrófagos do tipo 

M2 são responsáveis por reduzir os níveis de citocinas e fatores quimiotáticos pró-inflamatórios, 

além de liberar uma série de fatores de crescimento essenciais para a regulação da resposta 

inflamatória, angiogênese e formação de tecido de granulação. Essa transição de fenótipo dos 

macrófagos é importante para a redução de marcadores inflamatórios como o TNF-α, IL-6, IL-1β 

e fator de transcrição nuclear – kappa B (NF-κB), bem como pela maior produção de fatores de 

crescimento como TGF-β, VEGF e Fator de Crescimento de Fibroblastos (FGF), essenciais para a 

fase proliferativa do processo cicatricial (MESZAROS; REICHNER; ALBINA, 2000; HARPER; 

YOUNG; MCNAUGHT, 2011; RIDIANDRIES et al., 2018).  

Ainda durante a fase aguda da inflamação, são produzidas, por macrófagos ativados e 

neutrófilos, as EROs e as espécies reativas de nitrogênio (ERNs), potentes moléculas oxidantes 

que podem exercer papel duplo e antagônico: combatem patógenos que invadem o sítio da ferida 

durante a inflamação aguda, porém os seus acúmulos nos meios intra e extracelulares podem 

danificar membranas celulares, DNA e proteínas, podendo favorecer até mesmo o surgimento de 

tumores (FIALKOW; WANG; DOWNEY, 2007; KHANSARI; SHAKIBA; MAHMOUDI, 2009). 

A fim de se manter a homeostase e balancear esses processos oxidativos, enzimas antioxidantes 

são produzidas, tais como glutationa reduzida (GSH), superóxido dismutase (SOD), catalase 

(CAT) e glutationa peroxidase (GPx) (GUO; DIPIETRO, 2010; KUNKEMOELLER; 

KYRIAKIDES, 2017).  

A fase inflamatória tardia é caracterizada pela infiltração de linfócitos T, estimulados 

pela liberação de IL-1β. Essas células desempenham um papel regulatório na inflamação e na 

fibrose, além de produzir o fator de crescimento de queratinócitos (KGF) e estimular a proliferação 
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desses tipos celulares. Linfócitos T têm seu pico de concentração e atividade sobreposto às fases 

inflamatória tardia, proliferativa e início da remodelação tecidual (PORTOU et al., 2015). A fase 

inflamatória dura cerca de 4 dias, persistindo o tempo que for necessário, assegurando que o 

excesso de patógenos e restos celulares sejam removidos (SINGH; YOUNG; MCNAUGHT, 2017; 

HARPER; YOUNG; MCNAUGHT, 2011; RIDIANDRIES et al., 2018).  

1.1.2 Fase proliferativa  

A fase proliferativa consiste na recuperação do tecido injuriado através da formação de 

tecido de granulação, angiogênese, deposição de colágeno, contração da ferida e re-epitelização, a 

partir, principalmente, da produção e liberação de fatores de crescimento pelos macrófagos 

(HARPER; YOUNG; MCNAUGHT, 2011). O elemento central dessa fase é a formação do tecido 

de granulação, assim chamado pelo aspecto granular gerado pelos capilares neoformados no local 

da lesão, presença de células inflamatórias e endoteliais, fibroblastos e miofibroblastos arranjados 

em uma matriz frouxamente organizada que antecede o desenvolvimento do tecido cicatricial 

maduro (BEANES et al., 2003; CLARK et al., 2007).  

Os fibroblastos são células do tecido conjuntivo que desempenham um papel essencial 

durante o processo de cicatrização. Essas células são atraídas por TGF- β, FGF e PDGF liberados 

por células inflamatórias, principalmente macrófagos, e plaquetas. O FGF estimula a proliferação 

celular, enquanto o PDGF estimula a proliferação e ativação dos fibroblastos (CAMPOS; GROTH; 

BRANCO, 2008). Entre o 2º e 3º dia, a ferida se torna rica em fibroblastos, que começam a produzir 

fibronectina, proteoglicanos, ácido hialurônico e colágeno, componentes da matriz extracelular. 

Além disso, são responsáveis pela reorganização dessa matriz provisória e interação com 

queratinócitos (liberação de fatores de crescimento e citocinas) (THOMAS et al., 1995; ENOCH 

et al., 2008; GILL; PARKS, 2008; HARPER; YOUNG; MCNAUGHT, 2011). 

O TGF-β é considerado um mediador crítico do reparo tecidual, auxiliando na produção 

de novas fibras colágenas, processo conhecido como fibrose, por suprimir a produção de 

mediadores pró-inflamatórios que podem piorar a lesão tecidual, ao mesmo tempo que ativam 

miofibroblastos, células essenciais durante o processo de contração da úlcera (WANG et al., 2018; 

EMING; WYNN; MARTIN, 2017).   

A contração da úlcera é um evento importante no processo cicatricial, onde ocorre uma 

tentativa de fechamento das bordas da ferida. Durante a formação do tecido de granulação, 
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fibroblastos são gradualmente diferenciados em miofibroblastos, estimulados, principalmente, por 

TGF-β mediado via ativação Smad3, que regula a transcrição de α-actina de músculo liso (α-AML), 

um importante marcador utilizado para detectar estas células. Esses filamentos de actina 

proporcionam aos miofibroblastos a capacidade de estender pseudópodes, prendendo-se ao 

colágeno da matriz extracelular, realizando fortes movimentos de retração celular (EMING; 

WYNN; MARTIN, 2017; MIA; BANK, 2016; WANG et al., 2018).  

Durante a cicatrização, o aumento da atividade celular exige uma demanda maior de 

nutrientes. Assim, a formação de novos vasos (angiogênese) é de suma importância na recuperação 

do tecido e formação do tecido de granulação. Esse processo envolve alteração fenotípica de células 

endoteliais, migração e vários estímulos mitogênicos. Células endoteliais e macrófagos estimulam 

a produção e secreção de citocinas e fatores de crescimento (VEGF, PDGF, FGF e TGF-β). O 

VEGF é um agente mitogênico e que atua na proliferação e formação dos novos vasos sanguíneos 

(HARPER; YOUNG; MCNAUGHT, 2011; PORTOU et al., 2015). O CD31, conhecido como 

molécula de adesão de células endoteliais/plaquetas – 1 (PECAM-1), é uma glicoproteína 

transmembrânica que desempenha diferentes papéis na biologia vascular, incluindo a angiogênese, 

sendo um importante marcador para estudo desse processo (LI et al., 2005; KIM et al., 2010). 

 Dessa forma, macrófagos, fibroblastos e vasos sanguíneos são elementos essenciais 

que atuam de maneira interdependente durante essa fase. Os macrófagos estimulam a fibroplasia e 

angiogênese por serem fonte contínua da liberação de fatores de crescimento, enquanto fibroblastos 

atuam na construção da nova matriz extracelular, produzindo colágeno, glicosaminoglicanas e 

proteoglicanas, dando suporte para a chegada de novas células (WANG et al., 2018; EMING; 

WYNN; MARTIN, 2017). 

O processo de re-epitelização é representado pela proliferação e migração de 

queratinócitos para a área lesionada. Fatores de crescimento como EGF, TGF-β e KGF, liberados 

por fibroblastos e macrófagos, são importantes durante essa etapa (STOJADINOVIC et al., 2008; 

STRONCEK; BELL; REICHERT, 2009).  

A migração de queratinócitos e contração da úlcera resultam na re-epitelização da 

ferida. O resultado da fase proliferativa é importante para a cicatrização, pois estabelece o suporte 

necessário para a remodelação do tecido conjuntivo (HARDING; PATEL, 2002; STRONCEK; 

BELL; REICHERT, 2009).   
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1.1.3 Fase de remodelação  

A remodelação é a última fase da cicatrização de feridas e pode se estender por um 

longo período, chegando a ter duração de até 2 anos para completa reorganização da arquitetura 

celular e maturação tecidual. Nessa etapa, fibroblastos já formaram matriz extracelular suficiente 

e alguns diferenciam-se em miofibroblastos, que conectam fibronectina ao colágeno, auxiliando na 

contração da úlcera. Os vasos neoformados desaparecem gradualmente por meio de apoptose, 

emigração ou outros mecanismos (ARNOLD; WEST, 1991; SINGER; CLARK, 1999; SINGH; 

YOUNG; MCNAUGHT, 2017.  

1.2 Úlceras traumáticas orais  

O epitélio da mucosa oral representa uma estrutura anatômica única e que tem a função 

de proteger os tecidos subjacentes de injúrias do meio externo, porém esta barreira protetora pode 

ser rompida por diversas causas. Úlceras traumáticas em cavidade oral são relativamente frequentes 

e resultam de injúrias, principalmente, mecânicas. São caracterizadas pela perda do tecido epitelial 

e exposição do tecido conjuntivo dentro da boca, podendo ser bastante dolorosas, gerando 

desconforto e, muitas vezes, dificultando a ingestão de líquidos e alimentos, interferindo 

diretamente na qualidade de vida do paciente. (LIMA, 2005; CAVALCANTE, 2011; ANDISHEH-

TADBIR, 2020) 

Clinicamente, as úlceras traumáticas costumam ser únicas e apresentam tamanhos e 

formas variáveis, sendo recobertas por uma pseudomembrana branco-acinzentada ou branco-

amarelada, com um halo eritematoso persistente. Comumente, são localizadas em regiões que 

coincidem com algum agente traumático, como aparelho ortodôntico, bordas de dentes ou 

restaurações cortantes, ocorrendo com maior prevalência em mucosa jugal, borda lateral de língua, 

lábio, gengiva e palato duro. Normalmente, o tempo de duração varia de dias a semanas (LIMA, 

2005; CAVALCANTE, 2011). 

Quanto ao aspecto histopatológico, as ulcerações apresentam descontinuidade do 

epitélio e são recobertas por uma membrana fibrinogranulocítica com presença de neutrófilos. O 

tecido de granulação pode ser observado na base da úlcera, onde estão presentes linfócitos, 

histiócitos, neutrófilos e, ocasionalmente, plasmócitos. Esses aspectos inflamatórios variam de 

acordo com a fase de evolução da úlcera (CAVALCANTE et al, 2011). 
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Estudos demonstram a existência de uma classificação do perfil clínico de evolução 

das úlceras, podendo ser dividida em 4 estágios de progressão. O primeiro não apresenta nenhuma 

alteração clinicamente visível, porém é sintomático, caracterizado por dor, sensação pruriginosa e 

aspereza da mucosa nas primeiras 24 horas. O segundo estágio é a fase pré-ulcerativa, manifestada 

por eritema, mácula localizada com discreta elevação e de consistência dura, podendo ser solitária 

ou múltipla, e com sensação dolorosa variada. O terceiro estágio é ulcerativo, onde ocorre uma 

necrose da membrana superficial, mostrando-se esbranquiçada. Essa mudança ocorre num período 

de 1 a 3 dias, onde forma-se sobre o assoalho da úlcera um exsudato fibrinoso e branco-amarelado. 

Em seu último estágio, o quarto, inicia-se a fase de reparo, que ocorre espontaneamente 

(CAVALCANTE, 2011). 

1.3 Tratamento de úlceras traumáticas orais  

Alguns tratamentos são propostos na literatura para que haja um alívio no desconforto 

causado pelo aparecimento de úlceras traumáticas em mucosa oral, buscando devolver ao paciente 

principalmente a função mastigatória. Em relação ao tratamento farmacológico, observa-se uma 

ampla utilização de terapias tópicas, como: Analgésicos, antissépticos e antibióticos locais, sendo 

a administração de corticosteroides o mais utilizado, que são aplicados na forma tópica de orabase, 

como uma formulação de carboximetilcelulose, polietileno e óleo mineral, que conferem maior 

adesão à mucosa e resistência à dissolução e deslocamento. Entretanto, não há um consenso no que 

diz respeito a eficácia desses medicamentos, já que muitos desses agentes não foram devidamente 

avaliados e são utilizados de forma empírica, não existindo um protocolo definido para o 

tratamento dessas lesões (LIMA, 2005; CAVALCANTE, 2011).  

Portanto, aumenta a necessidade de novas abordagens para avaliação e tratamento das 

feridas, na qual os produtos naturais vêm ganhando destaque. Produtos de origem animal (Pele da 

tilápia) tem sido apontado como alternativas para o tratamento de feridas pelo seu potencial 

terapêutico. (ALVES et al., 2015). 

1.4 A pele de tilápia do Nilo  

Nos últimos anos, o interesse na pesquisa em tecidos de origem animal como curativos 

biológicos tem se intensificado. Pele de porco, pele de rã, pericárdio bovino e camada submucosa 
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de intestino de porco são exemplos de tais tecidos que são utilizados como curativos em lesões por 

queimaduras. Todavia, esses materiais devem ser submetidos a rigorosos protocolos, para se avaliar 

os seus reais efeitos e mecanismos de ação envolvidos nesta atividade, além de sua eficácia e 

biocompatibilidade. (ALVES et al., 2015) 

                   Dentre os tecidos de origem animal que são detentores de potenciais biológicos, 

destaca-se a pele da tilápia do Nilo (Oreochromis niloticus), um possível subproduto com 

aplicabilidade clínica. Pertence à família dos ciclídeos, originária da bacia do rio Nilo, no leste da 

África, encontrando-se amplamente distribuída em regiões tropicais e subtropicais. No Ceará, a 

piscicultura da tilápia é praticada em diversos reservatórios, nas principais bacias hidrográficas do 

Estado, sendo a cidade de Itarema, seu principal produtor. (ALVES et al., 2015; LIMA-JUNIOR 

et al., 2017; ALVES et al., 2018) A pele desse peixe é um produto de alta qualidade e que vem 

sendo utilizada como curativo biológico de queimaduras e feridas em pele, devido às suas positivas 

propriedades físicas (resistência à tração), boa aderência ao leito da ferida e melhora no processo 

de cicatrização. (FRANCO et al., 2013; ALVES et al., 2015; LIMA-JUNIOR et al., 2017; HU et 

al., 2017; ZHOU et al., 2017) Estudos em pele de animais mostraram que o padrão de cicatrização 

através da pele de tilápia foi satisfatório devido a sua capacidade de obstruir a ferida, minimizando 

exsudatos e formação de crostas. Além disso, foram encontradas reações inflamatórias de 

intensidade leve a moderada nas feridas recobertas pela pele de tilápia, com fenótipo mononuclear 

(histiolinfoplasmocitário), interferindo positivamente no processo de cicatrização, confirmando o 

benefício de sua utilização. (LIMA-JUNIOR et al., 2017) 

Diversos estudos histológicos da pele demonstraram uma epiderme revestida por 

epitélio pavimentoso estratificado, seguido de extensas camadas de colágeno. O colágeno é um dos 

principais componentes dos biomateriais, devido à sua característica de orientar as células, a 

cicatrização e de definir a maioria dos tecidos, além de ser biocompatível, favorecendo a sua 

aplicação. Isso se confirma pelo fato de a pele da tilápia apresentar uma boa quantidade de colágeno 

tipo I. (FRANCO et al., 2013; ALVES et al., 2015; LIMA-JUNIOR et al., 2017; SUN et al., 2017; 

BI et al., 2019; CHEN et al., 2019; SONG et al., 2019). 
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1.5 O colágeno da pele de tilápia  

A família do colágeno é composta por mais de 20 tipos geneticamente diferentes. O 

colágeno do tipo I forma fibras espessas, mecanicamente estáveis e responsáveis pela resistência 

do tecido às forças de tensão. O colágeno do tipo III forma fibrilas e, ao contrário do colágeno do 

tipo I, são menos resistentes (ALVES et al., 2015). 

A maioria dos biomateriais, como pericárdio de porco, apresenta grande quantidade de 

colágeno do tipo I (47%), do mesmo modo que a pele de tilápia, como evidenciado no estudo de 

Alves et al. (2015), mostrando uma quantidade em torno de 57%. O colágeno do tipo I apresenta 

uma estrutura caracterizada por um tripeptídeo, no qual há, frequentemente, glicina, prolina e 

hidroxiprolina. Sugere-se que este tipo de colágeno possua grande quantidade de grupos reativos, 

como aminas, ácidos carboxílicos e hidroxilas alcoólicas, que possibilitam alterações químicas dos 

tecidos, principalmente através de reticulação e hidrólise seletiva, aumentando sua adaptação aos 

outros tecidos.  

Nos últimos anos, a extração e aplicação do colágeno da pele de tilápia têm gerado 

extensos estudos. Zhang et al. (2016), demonstraram que a administração de colágeno do tipo I 

derivado da tilápia apresenta baixa toxicidade e excelente biocompatibilidade in vivo para sua 

ampla aplicação em fins biomédicos. Yamamoto et al. (2014), comprovaram que todas as 

avaliações de sensibilização, toxicidade celular, reações intracutâneas, toxicidade sistêmica aguda 

e aberrações cromossômicas foram negativas. El-Rashidy et al. (2015), prepararam hidrogeis do 

colágeno da pele de tilápia do Nilo a 0,3 e 0,5 % e provaram que ambos apresentaram boa 

biocompatibilidade. Zhou et al. (2015), descobriram que as nanofibras biomiméticas de colágeno 

da tilápia podem promover efeitos curativos por meio da indução da diferenciação de 

queratinócitos e síntese de colágeno de fibroblastos dérmicos. Além disso, estudos prévios 

demonstraram que o colágeno tipo I da pele da tilápia estimula FGF e KGF, duas citocinas 

importantes para o fechamento de feridas (ALVES et al., 2015; TANG; SAITO, 2015; LIMA-

JUNIOR et al., 2017; CHEN et al., 2019; ELBIALY et al., 2020).  

Vale ressaltar que os estudos existentes com esses materiais buscaram avaliar o seu 

potencial de cicatrização e seu mecanismo de ação em feridas e queimaduras de pele, não existindo, 

na literatura, pesquisas que analisem essa capacidade em úlceras traumáticas de mucosa oral, onde 

esse processo ocorre de forma distinta. Sabe-se que feridas orais cicatrizam de forma mais 
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acelerada em comparação a feridas de pele, onde estudos in-vitro e com modelos animais têm 

atribuído isso a uma variedade de mecanismos, incluindo resposta inflamatória diferencial, 

modulação distinta de células tronco e remodelação epitelial mais eficiente (IGLESIAS-

BARTOLOME et al., 2018).  
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2  JUSTIFICATIVA  

Atualmente, várias pesquisas evidenciam o amplo efeito biológico do colágeno da pele 

de tilápia, principalmente, no que se refere à atividade cicatrizante. Desse modo, é de fundamental 

importância o entendimento do seu mecanismo de ação, propriedades e uso terapêutico. 

Se de um lado alguns trabalhos na literatura abordam o potencial de reparação tecidual 

da pele de tilápia em feridas de pele, de outro, essa capacidade é pouco explorada em úlceras orais 

de ordem traumática, não existindo estudos que analisem essa relação.   

As úlceras orais são causadas por diversos fatores locais ou sistêmicos, podem ser, por 

vezes severas e debilitantes, e não possuem um tratamento padronizado. Diversos fármacos são 

utilizados na terapia destas feridas, porém não há um consenso na literatura com relação às suas 

eficácias, não existindo protocolo definido para tratamento. Nesse contexto, o colágeno da pele de 

tilápia surge como um possível produto de origem animal, de baixo custo, adequada estabilidade, 

fácil acesso e excelente biocompatibilidade. 

A partir disso, justifica-se a necessidade de uma maior exploração e comprovação das 

propriedades biológicas do colágeno extraído da pele de tilápia, as quais podem contribuir como 

ferramenta no tratamento de lesões orais (como as úlceras traumáticas). 
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3  HIPÓTESES  

Hipótese alternativa – O colágeno da pele de tilápia em orabase altera o processo de 

cicatrização de úlceras traumáticas em mucosa jugal de ratos. 

Hipótese nula – O colágeno da pele de tilápia em orabase não altera o processo de 

cicatrização de úlceras traumáticas em mucosa jugal de ratos.  
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4  OBJETIVOS  

4.1 Objetivo Geral  

Avaliar o potencial cicatrizante do colágeno extraído da pele de tilápia do Nilo em um 

modelo de úlceras traumáticas induzidas em mucosa jugal de ratos. 

4.2 Objetivos Específicos  

• Analisar o perfil macroscópico in situ e histológico de úlceras traumáticas em mucosa jugal 

de ratos tratados com o colágeno extraído da pele de tilápia; 

• Avaliar a variação de peso durante o curso temporal das úlceras traumáticas em mucosa 

jugal de ratos tratados com o colágeno extraído da pele de tilápia; 

• Quantificar o infiltrado inflamatório, a fibroplasia e vasos sanguíneos das úlceras 

traumáticas induzidas em mucosa jugal de ratos tratados com o colágeno extraído da pele 

de tilápia; 

• Avaliar a deposição de colágeno na região das úlceras traumáticas em mucosa jugal de ratos 

tratados com o colágeno extraído da pele de tilápia; 

• Avaliar os marcadores de reparo tecidual (α-AML e TGF-β) e de vasos sanguíneos (CD31), 

através de imunoistoquímica, em úlceras traumáticas induzidas em mucosa jugal de ratos 

tratados com o colágeno extraído da pele de tilápia.  
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5 CAPÍTULO  

Esta dissertação está baseada no Artigo 46 do Regimento Interno do Programa de Pós-

Graduação em Odontologia da Universidade Federal do Ceará (UFC), que regulamenta o formato 

alternativo para trabalhos de conclusão de mestrado e doutorado (dissertações e teses) e permite a 

inserção de artigos científicos de autoria do candidato.  

Por se tratar de pesquisa envolvendo animais, os protocolos utilizados, neste trabalho, 

foram submetidos à apreciação e foram devidamente aprovados pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais (CEUA) da UFC, tendo sido aprovados e protocolados sob o nº 8063020519 (vide anexo).  

Dessa forma, a presente dissertação é composta por um artigo científico redigido de 

acordo com a revista científica escolhida. 

5.1 Capítulo 1  

“Avaliação do potencial cicatrizante do colágeno extraído da pele de tilápia do Nilo em úlceras 

traumáticas de mucosa jugal em ratos” (Evaluation of the healing potential of collagen extracted 

from Nile tilápia skin in traumatic ulcers of the jugal mucosa in rats). 

 

Este artigo seguiu as normas de publicação do periódico: 

 

Archives of Oral Biology 

 

ISSN: 0003-9969 
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Título curto: Colágeno de tilapia cicatriza úlcera oral.  

Palavras-chave: Úlceras Orais, Colágeno, Cicatrização, Tilápia do Nilo. 

Conflitos de interesse: Os autores declaram não ter conflito de interesse. 

Todos os autores concordaram com a submissão.  

Highlights 

• O colágeno da tilápia otimiza o reparo de úlceras orais em ratos.  

• O colágeno da tilápia reduz o tamanho e melhora o perfil histológico de úlceras orais em 

ratos. 

• O colágeno da tilápia estimula angiogênese e colagênese em úlceras orais de ratos.  
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Resumo 
 
Objetivo: Avaliar o potencial cicatrizante do colágeno extraído da pele de tilápia do Nilo (CPTN) 

em modelo experimental de úlceras traumáticas orais em ratos.  

Metodologia: 120 ratos Wistar machos foram divididos em três grupos experimentais (n=8/grupo). 

Realizou-se indução de úlceras traumáticas através de punch dermatológico em mucosa jugal 

esquerda, sendo os animais eutanasiados nos dias 1, 5, 10, 15 e 20, após ulceração. Os grupos foram 

tratados topicamente, 2x/dia, com: CPTN 1% em orabase (CPTN-Ob), orabase sem colágeno (Ob) 

e triancinolona acetonida em orabase (Triancinolona-Ob). Mensurou-se área e contração das 

úlceras, variação de massa corpórea dos animais e foram confeccionadas lâminas para análise 

histológica e histomorfométrica. Coloração de Picrosirius Red foi realizada para análise do 

colágeno e imunoistoquímica para os marcadores CD31, α-AML e TGF-β. 

Resultados: No 15º dia, os grupos CPTN-Ob e Triancinolona-Ob mostraram menor área de úlcera 

e maior percentual de contração (p=0,0061), total re-epitelização (p<0,001), melhores escores 

histológicos de reparo (p=0,012) e menor número de polimorfonucleares (p=0,0029) comparado 

ao grupo Ob. Ainda nesse dia, o grupo CPTN-Ob mostrou um maior número de vasos sanguíneos 

(p=0,017), maior deposição de colágeno total, colágeno tipo I e III (p<0,05) e maior expressão de 

CD31, α-AML e TGF-β (p<0,05) comparado aos grupos Ob e Triancinolona-Ob. No 20º dia, o 

grupo CPTN-Ob obteve um maior ganho de peso em relação aos grupos Ob e Triancinolona-Ob 

(p<0,0001). 

Conclusões: O CPTN em orabase otimiza a cicatrização de úlceras traumáticas por estimular re-

epitelização, angiogênese e colagênese, com importante papel do TGF-β nesse processo. 

Palavras-chave: Úlceras orais; Colágeno; Cicatrização; Tilápia.   
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1. Introdução  

O epitélio da mucosa oral representa uma estrutura anatômica única e que tem a função 

de proteger os tecidos subjacentes de injúrias do meio externo, porém esta barreira protetora pode 

ser rompida por diversas causas. Úlceras traumáticas em cavidade oral são relativamente frequentes 

e resultam de injúrias, principalmente, mecânicas. São caracterizadas pela perda do tecido epitelial 

e exposição do tecido conjuntivo dentro da boca, podendo ser bastante dolorosas, gerando 

desconforto e, muitas vezes, dificultando a ingestão de líquidos e alimentos, interferindo 

diretamente na qualidade de vida do paciente (Lima, Grégio, Tanaka, Machado & França, 2005; 

Cavalcante et al., 2011; Andisheh-Tadbir, Yaghoubi, Tanideh & Mardani, 2020). 

Clinicamente, as úlceras traumáticas costumam ser únicas e apresentam tamanhos e 

formas variáveis, sendo recobertas por uma pseudomembrana branco-acinzentada ou branco-

amarelada, com um halo eritematoso persistente. Comumente, são localizadas em regiões que 

coincidem com algum agente traumático, como aparelho ortodôntico, bordas de dentes ou 

restaurações cortantes, ocorrendo com maior prevalência em mucosa jugal, borda lateral de língua, 

lábio, gengiva e palato duro. Normalmente, o tempo de duração varia de dias a semanas (Lima, 

Grégio, Tanaka, Machado & França, 2005; Cavalcante et al., 2011). 

Quanto ao aspecto histopatológico, as ulcerações apresentam descontinuidade do 

epitélio e são recobertas por uma membrana fibrinogranulocítica com presença de neutrófilos. O 

tecido de granulação pode ser observado na base da úlcera, onde estão presentes linfócitos, 

histiócitos, neutrófilos e, ocasionalmente, plasmócitos. Esses aspectos inflamatórios variam de 

acordo com a fase de evolução da úlcera (Cavalcante et al., 2011). 

A cicatrização de úlceras, de maneira geral, é dividida em 4 fases sobrepostas: 

Hemostasia, inflamação, proliferação e remodelação, que envolvem diferentes tipos celulares 

(neutrófilos, macrófagos, linfócitos, mastócitos e fibroblastos) e componentes da matriz 

extracelular (fibronectina, proteoglicanos e colágeno) (Gonzalez et al., 2016; Cheng et al., 2018). 

Esse processo é iniciado pelo extravasamento de constituintes do sangue, agregação plaquetária e 

migração de células inflamatórias, principalmente neutrófilos (24-48h), para o local da ferida. Após 

5 dias, macrófagos ativados produzem fatores de crescimento e citocinas inflamatórias 

[Interleucina 1-beta (IL-1β), fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α), fator de crescimento derivado 

de plaquetas (PDGF) e fator de crescimento transformante-beta (TGF-β)] que desempenham um 

papel modulador, como estimulação do fator de crescimento de fibroblastos (FGF), síntese, quebra 
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de proteínas da matriz extracelular e quimiotaxia de fibroblastos (Koh & Dipietro, 2011; 

Ridiandries, Tan & Bursill, 2018). A transição da fase inflamatória para proliferativa é 

caracterizada pela migração e proliferação de fibroblastos, queratinócitos e células endoteliais, 

seguido por angiogênese, levando à re-epitelização e formação de tecido de granulação. Durante 

essa etapa, fibroblastos se diferenciam em miofibroblastos, estimulados, principalmente, por TGF-

β mediado via ativação Smad3, que regula a transcrição de α-actina de músculo liso (α-AML), um 

importante marcador utilizado para detectar estas células. Assim, possuem características 

contráteis e auxiliam no fechamento de feridas. Na fase de remodelação, há uma tentativa de 

recuperação dos tecidos normais pela redução da celularidade e vascularização, além da deposição 

de colágeno (Muthukumar, Anbarasu, Prakash & Sastry, 2014; Portou et al., 2015; Mia & Bank, 

2016; Eming, Wynn & Martin, 2017; Wang et al., 2018).  

Alguns tratamentos são propostos na literatura para que haja um alívio no desconforto 

causado pelo aparecimento dessas lesões. Em relação ao tratamento farmacológico, observa-se uma 

ampla utilização de terapias tópicas, como: Analgésicos, antissépticos e antibióticos locais, sendo 

a administração de corticosteroides o mais utilizado, porém não há um consenso no que diz respeito 

a eficácia desses medicamentos, já que muitos desses agentes não foram devidamente avaliados e 

são utilizados de forma empírica, não existindo um protocolo definido para o tratamento dessas 

lesões (Lima, Grégio, Tanaka, Machado & França, 2005; Cavalcante et al., 2011). Portanto, 

aumenta a necessidade de novas abordagens para avaliação e tratamento das feridas, na qual os 

produtos naturais vêm ganhando destaque. Produtos de origem animal tem sido apontado como 

alternativas para o tratamento de feridas pelo seu potencial terapêutico (Alves et al., 2015). 

Dentre os tecidos de origem animal que são detentores de potenciais biológicos, 

destaca-se a pele da tilápia do Nilo (Oreochromis niloticus), pertencente à família dos ciclídeos, 

originária da bacia do rio Nilo, no leste da África, encontrando-se amplamente distribuída em 

regiões tropicais e subtropicais. A pele desse peixe é um produto de alta qualidade e que vem sendo 

utilizada como curativo biológico de queimaduras e feridas em pele, devido às suas positivas 

propriedades físicas (resistência à tração), boa aderência ao leito da ferida e melhora no processo 

de cicatrização (Franco et al., 2013; Alves et al., 2015; Lima-Júnior et al., 2017; Hu, Yang, Zhou, 

Li & Hong, 2017; Zhou, Sui, Mo & Sun, 2017).  

Diversos estudos histológicos da pele demonstraram uma epiderme revestida por 

epitélio pavimentoso estratificado, seguido de extensas camadas de colágeno. O colágeno é um dos 
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principais componentes dos biomateriais, devido à sua característica de orientar as células, a 

cicatrização e de definir a maioria dos tecidos, além de ser biocompatível, favorecendo a sua 

aplicação. Isso se confirma pelo fato de a pele da tilápia apresentar uma boa quantidade de colágeno 

tipo I (Franco et al., 2013; Alves et al., 2015; Lima-Júnior et al., 2017; Sun, Hou, Li & Zhang, 

2017; Bi et al., 2019; Chen et al., 2019; Song, Liu, Sun, Li & Hou, 2019). Estudos prévios 

demonstraram que o colágeno tipo I da pele da tilápia estimula Fatores de Crescimento de 

Fibroblastos (FGF) e Fatores de Crescimento de Queratinócitos (KGF), duas citocinas importantes 

para o fechamento de feridas (Alves et al., 2015; Tang & Saito, 2015; Zhou et al., 2016; Lima-

Júnior et al., 2017; Chen et al., 2019). 

Vale ressaltar que os estudos existentes com esses materiais buscaram avaliar o seu 

potencial de cicatrização e seu mecanismo de ação em feridas e queimaduras de pele, não existindo, 

na literatura, pesquisas que analisem essa capacidade em úlceras traumáticas de mucosa oral, onde 

esse processo ocorre de forma distinta. Sabe-se que feridas orais cicatrizam de forma mais 

acelerada em comparação a feridas de pele, onde estudos in-vitro e com modelos animais têm 

atribuído isso a uma variedade de mecanismos, incluindo resposta inflamatória diferencial, 

modulação distinta de células tronco e remodelação epitelial mais eficiente (Iglesias-Bartolome et 

al., 2018).   

Diante do exposto, este estudo teve como objetivo avaliar o potencial cicatrizante do 

colágeno extraído da pele de tilápia do Nilo (CPTN) em um modelo experimental de úlceras 

traumáticas orais induzidas em ratos.  

 

2. Materiais e métodos  

2.1 Animais e princípios éticos 

Este estudo foi aprovado na Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da 

Universidade Federal do Ceará (UFC) sob protocolo de número 8063020519, para, com base nos 

princípios da National Center for the Replacement & Reduction of Animals in Research minimizar 

o uso e sofrimento dos animais durante experimentação. 120 ratos (Rattus norvegicus albinus, 

Rodentia mammalia) adultos machos da linhagem Wistar (2-3 meses), pesando entre 180 e 200 

gramas, adquiridos do Biotério da UFC, foram mantidos em gaiolas 16 x 25 x 37 cm no 

Departamento de Fisiologia e Farmacologia (DFF) da UFC e abrigados a 24°C em ciclo luz-escuro 

de 12 horas, com acesso irrestrito a água e a alimento. O cálculo amostral baseou-se no estudo de 
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Lima-Júnior et al. (2017), que observou que ratos submetidos a modelo de queimadura em dorso 

cujas feridas foram lavadas com sulfadiazina de prata observou-se que os animais tratados com a 

pele da tilápia apresentaram menor quantidade de leucócitos totais circulantes (9,10±1,17) quando 

comparado aos animais com feridas abertas (10,64±1,11). Baseado nesses dados, estimou-se 

necessário avaliar 8 animais por grupo de estudo, a fim de obter uma amostra que represente com 

80% de poder e 95% de confiança a hipótese alternativa deste trabalho. 

 

2.2 Obtenção do colágeno extraído da pele de tilápia e manipulação em orabase 

O CPTN foi obtido do NPDM-UFC, o qual foi preparado na forma liofilizada. A pele 

foi lavada em soro fisiológico e cortada em pequenos pedaços (aprox. 1,0 x 1,0 cm). Os pedaços 

foram incubados em solução alcalina para a retirada de proteínas não colagenosas e em mistura de 

butanol/água para retirada de substâncias apolares, como lipídeos e metabólitos diversos. As peles 

foram incubadas e reincubadas em solução de ácido acético para extração de colágeno solubilizado 

por ácido (CSA), posteriormente, o CSA foi precipitado em tampão Tris-HCl pH 7,5 com alta 

concentração de cloreto de sódio (precipitação veículo ou salting-out). Finalmente, o colágeno 

precipitado foi ressolubilizado em solução de ácido acético e dialisado contra soluções com 

concentrações decrescentes desse mesmo ácido, até que a diálise fosse realizada em água. O 

colágeno dialisado, transparente e gelatinoso, foi congelado a - 80°C e liofilizado para obtenção de 

uma lâmina fibrosa de cor branca. Todo processo foi realizado sob refrigeração (4°C) e agitação 

contínua (Nalinanon, Benjakul & Kishimura, 2010) 

 Para a formulação em apresentação de orabase, o colágeno liofilizado foi incorporado 

a uma base composta de gelatina, pectina e carboximetilcelulose de sódio e então, adicionados a 

uma plastibase (composta de polietileno e óleo mineral), sendo utilizado na concentração de 1%, 

concentração máxima para manter a formulação estabilizada, baseado em experiências prévias de 

formulação de hidrogel de carboximetilcelulose enriquecidos com colágeno de tilápia e estudos 

com formulações utilizando colágeno extraído de outros peixes (Muthukumar, Prabu, Ghosh & 

Sastry, 2014). Para isso, foram pesados os componentes da formulação (colágeno liofilizado, 

gelatina, pectina e carboximetilcelulose de sódio) e logo após a pesagem, foram moídos em um 

almofariz. Em seguida, foram incorporados à plastibase (Unigel) e embalados e etiquetados (Appel 

& Moura, 2006). 
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2.3 Grupos experimentais e protocolo de indução das úlceras traumáticas 

Os animais foram distribuídos aleatoriamente em três grupos experimentais: Um grupo 

controle negativo tratado com orabase sem o colágeno (Grupo Ob), um grupo controle positivo 

tratado com Triancinolona acetonida (Oncilom-A®) em orabase (Grupo Triancinolona-Ob) e um 

grupo teste tratado com CPTN a 1% em orabase (Grupo CPTN-Ob).  

Os animais foram anestesiados através de uma solução com xilazina 10 mg/kg e 

quetamina 80 mg/kg (intraperitoneal), seguido de assepsia da mucosa (clorexidina 0,12%) e 

confecção de úlcera, em mucosa jugal esquerda por abrasão da região com punch dermatológico 

circular com 8mm de diâmetro e 2mm de profundidade (Rhosse®), realizado de forma 

randomizada entre os animais. O tecido remanescente foi excisado utilizando lâmina nº 15 em cabo 

de bisturi de Bard Parker convencional e os animais permaneceram em observação até recobrarem 

os reflexos (Mesquita et al., 2020). 

A indução da úlcera ocorreu no dia 0 e as eutanásias nos dias 1, 5, 10, 15 e 20. (Brizeno 

et al., 2013) A administração tópica foi realizada diariamente, durante todo o curso temporal do 

protocolo, em quantidade de 1mg de cada formulação nos três grupos, a cada 12 horas/dia, 

iniciando uma hora após a indução da úlcera até a eutanásia (Fig. 1). Para a administração, foi 

utilizado uma espátula de inserção nº1. Os animais foram eutanasiados (Xilazina 30 mg/kg + 

quetamina 240 mg/kg intraperitoneal) em número de 8/grupo/dia experimental, obtendo-se 

amostras para fixação em formol 10% tamponado. 

 

 

 

 

 
 

 

Fig. 1. Dias de experimento, indução da úlcera e eutanásia com coleta das amostras dos grupos experimentais 
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2.4 Análise clínica: Área das úlceras, percentual de contração e variação de massa corpórea 

                   Nos dias da eutanásia, as úlceras foram removidas e medidas com paquímetro digital 

(Digimess®) com 0,01mm de precisão no maior e no menor diâmetro (D = maior diâmetro e d = 

menor diâmetro) para o cálculo da área (A= π × d × D / 4) de úlcera. A área de contração da úlcera 

foi calculada utilizando a equação 100 × (Wi - Wo) / Wo (Wo = área inicial; Wi = área final) e 

expresso como porcentagem de contração. Além disso, os animais foram pesados no dia de indução 

da úlcera e no dia de eutanásia para cálculo da variação percentual de massa corpórea [100 × (Massa 

final - Massa inicial) / Massa inicial]. (Brizeno et al., 2016) 

 

2.5 Análise histológica  

Após fixação, os fragmentos colhidos da mucosa jugal, nos dias da eutanásia, foram 

imersos em formol 10% tamponado, analisados macroscopicamente e submetidos a processamento 

histológico para coloração com hematoxilina-eosina (HE). A análise foi realizada através de um 

microscópio óptico (DM2000, Leica®) acoplado a câmera (DFC295, Leica®) por meio de escores 

histopatológicos, divididos em “Alterações do tecido epitelial” (0 = Ausência de úlcera; 1 = 

Presença de úlcera) e “Alterações no tecido conjuntivo” (0 = Tecido conjuntivo remodelado; 1 = 

Fibrose/Presença de discretas células inflamatórias mononucleares dispersas; 2 = Fibrose/Presença 

de tecido de granulação + Infiltrado inflamatório mononuclear leve; 3 = Fibrose/Presença de tecido 

de granulação + Infiltrado inflamatório mononuclear moderado ou intenso; 4 = Fibrose/Presença 

de tecido de granulação + Infiltrado inflamatório misto (agudo e crônico); 5 = Processo agudo 

(Vasos ectásicos, edema, presença de infiltrado inflamatório, predominantemente, neutrofílico) 

(adaptado de Cavalcante et al., 2011) 

 

2.6 Análise histomorfométrica: Avaliação do infiltrado inflamatório, densidade vascular e 

contagem de fibroblastos/miofibroblastos 

Após análise semiquantitativa, cinco campos de cada lâmina corada por HE foram 

previamente selecionados em áreas próximas às regiões ulceradas, e fotografados utilizando o 

mesmo sistema em um aumento de 400x. Neutrófilos polimorfonucleares (leucócitos de núcleo 

segmentado e morfologia multilobulada), células mononucleares (leucócitos de núcleo não 

lobulados), vasos sanguíneos (sendo excluídos brotos endoteliais) e fibroblastos/miofibroblastos 

(células com características morfológicas fusiformes) foram contados no sentido epitélio - tecido 
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conjuntivo. A contagem desses parâmetros foi realizada através da ferramenta “Cell Counter” do 

software ImageJ®, sendo a soma dos campos considerada unidade amostral para análise estatística 

(Brizeno et al., 2013). 

 

2.7 Análise histoquímica: Coloração de Picrosirius Red e avaliação do colágeno 

Lâminas foram confeccionadas através de cortes de 3 μm dos blocos para coloração 

por Picrosirius Red para quantificação do colágeno. Após desparafinização e reidratação, as 

lâminas foram incubadas em solução de Picrosirius Red (ScyTek®) por 30 minutos, banhadas em 

ácido clorídrico 5%, e contra-coradas com hematoxilina de Harris por 45 segundos. Foram 

selecionados igualmente cinco campos em um aumento de 200x no tecido conjuntivo, fotografados 

em luz convencional e polarizada e realizado a quantificação do colágeno total e das regiões com 

birrefringência amarelo-avermelhadas (fibras espessas tipo I) utilizando o comando Color Thresold 

do software Image J® (RSB), no qual foram ajustadas as escalas de cores para o vermelho (mínimo: 

0, máximo: 255), verde (mínimo: 0, máximo: 255) e azul (mínimo: 0, máximo: 32). Para a 

quantificação da área com birrefringência verde-esbranquiçada (fibras delgadas do tipo III), foi 

realizado a subtração da área de colágeno total com a área correspondente à birrefringência 

amarelo-avermelhada (Oliveira et al. 2016).  

 

2.8 Arranjo em matriz de imunoistoquímica de amostras teciduais – TMA (tissue microarray) e 

análise imunoistoquímica 

Após as avaliações macroscópicas e microscópicas foram escolhidos os dias para 

avaliação dos marcadores inflamatórios possivelmente envolvidos no efeito do colágeno extraído 

da pele de tilápia. Os blocos dos animais de todos os grupos do 15º dia tiveram área representativa 

utilizada para a confecção de blocos de TMA através do dispositivo “tissue microarrayer” (Quick-

Ray UNITMA®). Após confecção dos blocos, foram realizados cortes de 3µm sobre lâminas 

silanizadas para reação através da técnica da estreptoavidina-biotinilada. 

Após desparafinização e reidratação, foi realizada recuperação antigênica, de acordo 

com as recomendações do fabricante, em banho maria por 45 minutos e, após resfriamento e 

lavagens em Solução Tampão de Fosfato (PBS) foram submetidas a bloqueio da peroxidase 

endógena (H2O2 3%). Foi realizada incubação com os anticorpos primários anti-CD31 (1:2000; 

ab182981; Abcam®), anti-Alfa actina de músculo liso (α-AML) (1:400; ab32575; Abcam®) e anti-
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Fator de crescimento transformante beta (TGF-β) (1:300; ab92486; Abcam®) overnight, e após 

incubação com anticorpo secundário livre de biotina (polímero HRP, Dako®) durante 30 minutos 

foi realizada revelação com diaminobenzidina (DAB, Abcam®) por 5 minutos e contra-coloração 

com hematoxilina de Harris por 10 segundos. Para controle positivo, utilizaram-se as 

recomendações da bula de cada anticorpo. Incubação com diluente dos anticorpos (supressão do 

anticorpo primário) foi utilizado como controle negativo.  

Foram selecionados cinco campos nas áreas próximas às úlceras, em um aumento de 

200x, para análise do CD31, e aumento de 400x, para análise de α-AML e TGF-β, fotografados e 

analisados pelo software ImageJ®. A avaliação microscópica foi quantitativa, com os resultados 

expressos na forma de porcentagem de células positivas. A positividade da imunomarcação foram 

avaliadas nas regiões de membrana e/ou citoplasma, para CD-31, e citoplasma, para α-AML e 

TGF-β (Adaptado de Brizeno et al., 2016). 

 

2.9 Análise estatística  

Os dados quantitativos foram expressos em forma de média ± EPM, analisados pelo 

teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov e comparados utilizando o teste ANOVA-1-way e 

ANOVA-2-way /Bonfferoni (dados paramétricos). Os escores histológicos foram expressos como 

mediana (máxima e mínima) e analisados pelo teste de Kruskal-Wallis/ Dunn (p<0,05, GraphPad 

Prism 5.0). 
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3. Resultados 
 

3.1 Efeitos do tratamento tópico com CPTN-Ob sobre área e percentual de contração da úlcera 

oral e variação de massa corpórea em ratos 

Todos os grupos experimentais mostraram redução significante da média da área de 

úlcera e aumento no percentual de contração ao longo do protocolo experimental (p<0,0001). Na 

análise intragrupo, os três grupos apresentaram redução significativa da área de úlcera e maior 

percentual de contração, em relação ao 1º dia, a partir do 10º dia experimental (p<0,0001) (Fig. 2). 

No 15º dia experimental, os grupos CPTN-Ob e Triancinolona-Ob evidenciaram menor 

área de úlcera (1,1±0,5 e 0,6±0,3, respectivamente) comparado ao grupo Ob (2,1±0,4) (p=0,0061) 

e maior percentual de contração (97,8±0,9 e 98,8±0,5, respectivamente) comparado a este mesmo 

grupo (95,8±0,7) (p=0,0061) (Fig. 2).   
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Fig. 2. Perfil clínico de cicatrização de úlceras traumáticas orais em mucosa jugal de ratos, nos diferentes grupos. (a) 

Área das úlceras (mm²); (b) Percentual de contração das úlceras (%); (c) Aspecto clínico das úlceras traumáticas orais 

(demarcada através de círculo amarelo) nos três grupos, no 15º dia experimental. *p<0,05 versus grupo Ob no mesmo 

dia; #p<0,0001 versus dia 1. Dados expressos em forma de média e erro-padrão; Teste Kruskal-Wallis/Dunn. 

(a) 

(b) 

(c) 
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Com relação a variação de massa corpórea, todos os grupos mostraram ganho de peso 

ao longo do curso temporal, iniciando o ganho significativo a partir do 10º dia (p<0,0001). No 10º 

e 15º dia experimental, o grupo Triancinolona-Ob obteve um menor ganho de massa corpórea 

(120,7±1,07 e 131,0±1,33, respectivamente) em relação aos grupos CPTN-Ob (134,0±1,6 e 

149,1±1,4, respectivamente) e Ob (135,5±1,1 e 149,8±2,0, respectivamente) (p<0,0001). No 20º 

dia, o grupo CPTN-Ob obteve um maior ganho de peso (163,1±1,8) em comparação aos grupos 

Ob (150,1±2,7) e Triancinolona-Ob (141,0±3,1) (p<0,0001) (Fig. 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3. Avaliação da variação de massa corpórea dos ratos ao longo do protocolo experimental, nos diferentes grupos. 

*p<0,05 versus grupo Ob no mesmo dia; **p<0,0001 versus grupos CPTN-Ob e Ob no mesmo dia; ***p<0,0001 

versus grupos Ob e Triancinolona-Ob no mesmo dia; #p<0,0001 versus dia 1. Dados expressos em forma de média e 

erro-padrão; Teste Kruskal-Wallis/Dunn. 

 

3.2 Efeitos do tratamento tópico com CPTN-Ob sobre alterações histopatológicas em úlceras 

traumáticas orais de ratos.  

Todos os grupos mostraram total re-epitelização ao final do 20º dia, em relação ao dia 

1 (p<0,001). No 15º dia experimental, os grupos CPTN-Ob e Triancinolona-Ob apresentaram total 

re-epitelização em relação ao grupo Ob, que mostravam, ainda, ulceração (p<0,001) (Fig. 4, Tabela 

1).  

Todos os grupos evidenciaram redução nos escores de reparo do tecido conjuntivo ao 

longo do protocolo experimental, ocorrendo, significativamente, a partir do 10º dia (p<0,001). No 

primeiro dia de eutanásia, todos os grupos apresentaram escore 5 (Sinais de inflamação aguda, 
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ectasia vascular, infiltrado inflamatório, predominantemente, neutrofílico, edema, focos 

necróticos) sem diferença significante (p=1,000). No 5º dia e no 10º dia, a mediana dos escores 

histopatológicos variou de 2 (Presença de tecido de granulação e um infiltrado inflamatório, 

predominantemente, crônico leve) a 4 (Presença de tecido de granulação e infiltrado inflamatório  

   

Fig. 4. Perfil microscópico de úlceras traumáticas orais em mucosa jugal de ratos ao longo do protocolo 

experimental, nos diferentes grupos. (A, D, G, J, M) Grupo Ob, (B, E, H, K, N) Grupo CPTN-Ob e (C, 

F, I, L, O) Grupo Triancinolona-Ob. (HE; Letras maiúsculas=100x; Letras minúsculas=400x). 

Ob CPTN-Ob Triancinolona-Ob 



45 

 

 

 
 

misto), sem diferença estatística (p=0,436 e p=0,403, respectivamente). No 15º dia, o grupo CPTN-

Ob mostrou menor escore histopatológico, com a presença de fibrose e discretas células 

inflamatórias mononucleares dispersas (1, 1-2) em comparação ao grupo Triancinolona-Ob, que 

mostrou a presença de tecido de granulação e infiltrado inflamatório crônico leve (2, 1-2) e foi 

significativamente menor em comparação ao grupo Ob, representado pela presença de um 

infiltrado inflamatório crônico mais intenso (3, 2-3) (p=0,012). No 20º dia, a mediana dos escores 

variaram entre ausência e presença de tecido de granulação, com um infiltrado inflamatório, 

predominantemente, crônico leve, onde os grupos CPTN-Ob (1,5, 1-2) e Triancinolona-Ob (1, 1-

2) apresentaram escores menores em relação ao grupo Ob (2, 1-2), porém sem diferença estatística 

(p=0,395) (Tabela 1). 

 
Tabela 1. Avaliação histopatológica de úlceras traumáticas orais em mucosa jugal de ratos ao longo do protocolo 
experimental, nos diferentes grupos.   
 
 Tempo (dias)  

 
D1 D5 D10 D15 D20 p-Valor 

Escores de reparo do 

tecido conjuntivo 
      

CPTN-Ob 5(5-5) 3(3-4) 2(2-4)# 1(1-2)*# 1.5(1-2)# <0.001 

Triancinolona-Ob 5(5-5) 3.5(3-4) 3(2-4)# 2(1-2)# 1(1-2)# <0.001 

Ob 5(5-5) 4(3-4) 2(2-3)# 3(2-3)# 2(1-2)# <0.001 

p-Valor 1.000 0.436 0.403 0.012 0.395 
 

Re-epitelização 
      

CPTN-Ob 0% 0% 0% 100%† 100% <0.001 

Triancinolona-Ob 0% 0% 0% 100%† 100% <0.001 

Ob 0% 0% 0% 0% 100% <0.001 

p-Valor 1.000 1.000 1.000 <0.001 1.000 
 

1 – Fibrose/Presença de discretas células inflamatórias mononucleares dispersas 

2 - Fibrose/Presença de tecido de granulação + Infiltrado inflamatório mononuclear leve 

3 – Fibrose/Presença de tecido de granulação + Infiltrado inflamatório mononuclear moderado ou intenso 

4 – Fibrose/Presença de tecido de granulação + Infiltrado inflamatório misto (agudo e crônico) 

5 – Processo agudo (Vasos ectásicos, edema, presença de infiltrado inflamatório, predominantemente, neutrofílico) 

*p<0,05 versus grupo Ob; #p<0,001 versus dia 1; teste Kruskal-Wallis/Dunn [mediana (mínimo-máximo)];  

†p<0,001 versus grupo Ob; teste qui-quadrado de Pearson (n, %). 
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3.3 Efeitos do tratamento tópico com CPTN-Ob no número de polimorfonucleares neutrófilos em 

úlceras traumáticas orais de ratos 

Todos os grupos experimentais mostraram redução significante do número de 

polimorfonucleares neutrófilos ao longo do estudo, iniciando-se a partir do 15º dia, em relação ao 

1º dia (p<0,001).  

No 15º dia experimental, os animais dos grupos CPTN-Ob e Triancinolona-Ob 

evidenciaram menor número de neutrófilos (5,2±3,9 e 8,7±4,2, respectivamente) em relação ao 

grupo Ob (146,9±26,6) (p=0,0029) (Fig. 5A). 

 

3.4 Efeitos do tratamento tópico com CPTN-Ob no número de mononucleares em úlceras 

traumáticas orais de ratos  

No grupo Ob, houve redução significante da contagem de mononucleares a partir do 

10º dia, em relação ao 1º dia (p=0,0002). No grupo CPTN-Ob, essa redução ocorreu apenas no 20º 

dia (p=0,0127). Já no grupo Triancinolona-Ob, a redução significante de mononucleares aconteceu 

nos dias 5 e 20 (p=0,0067).  

No 5° dia, o número de mononucleares do grupo Triancinolona-Ob foi 

significativamente menor (151,0±13,7) em comparação aos grupos Ob (238,1±15,5) e CPTN-Ob 

(221,4±15,2) (p=0,0045) (Fig. 5B).  

 

3.5 Efeitos do tratamento tópico com CPTN-Ob na contagem de vasos sanguíneos em úlceras 

traumáticas orais de ratos 

O grupo Ob apresentou aumento significativo de vasos sanguíneos a partir do 15º dia 

pós-ulceração (p=0,0028). No grupo Triancinolona-Ob, esse aumento ocorreu a partir do 10º dia, 

permanecendo até o 15º dia (p=0,0006). O grupo CPTN-Ob mostrou aumento a partir do 15º dia, 

permanecendo até o 20º dia pós-ulceração (p<0,0001). 

No 15º e 20º dias experimentais, o grupo CPTN-Ob evidenciou um maior número de 

vasos sanguíneos (36,4±3,0 e 27,0±3,9, respectivamente) em relação aos grupos Ob (20,7±3,1 e 

15,0±1,0, respectivamente) e Triancinolona-Ob (18,5±3,5 e 15,2±0,8, respectivamente) (p<0,05) 

(Fig. 5C). 
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3.6 Efeitos do tratamento tópico com CPTN-Ob na contagem de fibroblastos/miofibroblastos em 

úlceras traumáticas orais de ratos  

Nenhum grupo apresentou número expressivo de fibroblastos/miofibroblastos no 1º dia 

pós-ulceração. O número dessas células aumentou significativamente, em todos os grupos, a partir 

do 5º dia, permanecendo, assim, até o final do protocolo experimental (p<0,001). Não houve 

diferença estatística entre os grupos ao longo dos dias experimentais (Fig. 5D).  
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Fig. 5. Avaliação histomorfométrica de úlceras traumáticas orais em mucosa jugal de ratos, nos diferentes grupos.  

A. Contagem de polimorfonucleares. *p<0,05 versus grupo Ob no mesmo dia; #p<0,001 versus dia 1.  

B. Contagem de mononucleares. *p<0,05 versus grupos Ob e CPTN-Ob no mesmo dia; #p<0,05 versus dia 1 

C. Contagem de vasos sanguíneos. *p<0,05 versus grupos Ob e Triancinolona-Ob no mesmo dia; #p<0,05 versus dia 1 

D. Contagem de fibroblastos/miofibroblastos. #p<0,001 versus dia 1.  

Dados expressos em forma de média e erro-padrão; Teste Kruskal-Wallis/Dunn. PMN: Polimorfonucleares; MN: Mononucleares. 

A 

B 

C 

D 
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3.7 Efeitos do tratamento tópico com CPTN-Ob na deposição de colágeno em úlceras traumáticas 

orais de ratos  

No 10º e 15º dia experimental, o grupo CPTN-Ob apresentou maior deposição de 

colágeno total (12,95±1,68 e 17,85±3,04, respectivamente) em comparação aos grupos Ob (5,3±0,7 

e 9,2±2,5, respectivamente) e Triancinolona-Ob (5,9±2,0 e 5,0±0,8, respectivamente) (p<0,05). 

Quando analisado os diferentes tipos de colágeno, tanto colágeno tipo I quanto tipo III foram 

significativamente maiores no grupo CPTN-Ob (9,85±2,08 e 8,00±1,27, respectivamente) em 

relação aos grupos Ob (4,1±1,2; 4,0±1,2, respectivamente) e Triancinolona-Ob (3,0±0,9; 2,0±0,4, 

respectivamente), somente no 15º dia (p<0,05) (Fig. 6).  
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Fig. 6. Perfil do colágeno de úlceras traumáticas orais em mucosa jugal de ratos no 10º e 15º dia experimental, nos diferentes grupos. 

(a) Fotomicrografias de lâminas coradas por Picrosirius Red, em luz polarizada e não polarizada. Percentual de colágeno total (b), 

colágeno do tipo I (c) e tipo III (d). (Aumento: 200x; LNP=Luz não-polarizada; LP=Luz polarizada) *p<0,05 versus grupo Ob e 

Triancinolona-Ob no mesmo dia. Dados expressos em forma de média e erro-padrão; Teste Kruskal-Wallis/Dunn. 

(a) 

(b) (c) (d) 
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3.8 Efeitos do tratamento tópico com CPTN-Ob na imunomarcação de CD31, α-AML e TGF-β em 

úlceras traumáticas orais de ratos  

No 15º dia, a expressão para CD31 e α-AML mostrou-se significativamente maior no 

grupo CPTN-Ob (2,6±0,1 e 32,4±4,0, respectivamente) quando comparado ao grupo Ob (1,9±0,2 

e 20,1±0,6, respectivamente), apresentando marcação citoplasmática (p<0,05). Com relação ao 

TGF-β, nesse mesmo dia, observou-se maior percentual de imunomarcação citoplasmática no 

grupo CPTN-Ob (6,1±1,2) em relação aos grupos Ob (2,0±0,6) e Triancinolona-Ob (1,6±0,4) (Fig. 

7).  
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Fig. 7. Perfil imunoistoquímico para CD31 (a), α-AML (b) e TGF-β (c) de úlceras traumáticas orais em mucosa jugal 

de ratos, no 15º dia experimental, nos diferentes grupos. (d) Fotomicrografias de lâminas imunoistoquímicas para 

CD31 (A, B, C: 200x; a, b, c: 400x), α-AML (D, E, F: 400x; d, e, f: 1000x) e TGF-β (G, H, I: 400x; g, h, i: 1000x), no 

15º dia. *p<0,05 versus grupo Ob no mesmo dia. Dados expressos em forma de média e erro-padrão. Teste Kruskal-Wallis/Dunn.  

(a) 

(d) 

(b) (c) 
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4. Discussão 
 

Este estudo é o primeiro a buscar compreender os efeitos do CPTN na cicatrização de 

feridas orais. Foi demonstrado que o CPTN em orabase otimizou a cicatrização de um modelo 

experimental de úlceras traumáticas orais de ratos reduzindo significativamente a área das úlceras, 

aumentando o percentual de contração, via estímulo de re-epitelização, angiogênese e colagênese, 

principalmente, no 15º dia pós-ulceração, e mantendo o ganho de peso normal dos animais. 

Em nosso estudo, verificamos uma redução da área e o aumento do percentual de 

contração das úlceras dos animais tratados topicamente com CPTN (no 15º dia). A pele da tilápia 

possui resultados clínicos importantes em estudos de queimaduras induzidas em dorso de ratos. No 

estudo de Lima-Júnior et al., 2017, observou-se um melhor delineamento dos bordos das feridas 

após 21 dias de tratamento. Já no estudo de Elbialy et al., 2020 houve uma redução do tamanho 

das lesões cutâneas nos dias 9, 12 e 15 pós indução experimental das feridas. Sabe-se que a 

contração da ferida é uma importante ferramenta para verificar o seu progresso de cicatrização. 

Segundo a literatura, ocorre durante a fase proliferativa no transcurso cicatricial fisiológico, sendo 

considerado um importante processo que ocorre por meio da ação dos miofibroblastos 

diferenciados, estimulados pela liberação de TGF-β, que possuem atividade contrátil (Portou et al., 

2015; Mia & Bank, 2016; Eming, Wynn & Martin, 2017; Wang et al., 2018). Mostramos que houve 

uma maior expressão de α-AML e TGF-β nos animais tratados topicamente com CPTN em orabase, 

igualmente no 15º dia. Sendo assim, o CPTN parece otimizar a contração das úlceras através de 

uma maior liberação de TGF-β, o qual estimula a diferenciação de fibroblastos em miofibroblastos, 

os quais expressam α-AML, beneficiando esse processo. Essa teoria corrobora com outros estudos 

que mostram o potencial da pele de tilápia em estimular TGF-β e a expressão de α-AML, em feridas 

cutâneas experimentais (Elbialy et al., 2020; Li et al., 2021). 

Analisando-se a variação de massa corpórea, foi observado uma perda de peso dos 

animais dos três grupos nos primeiros dias após ulceração, fato este explicado pelo processo de 

indução da úlcera, que é bastante dolorosa e impacta na alimentação (Lima, Grégio, Tanaka, 

Machado & França, 2005; Cavalcante et al., 2011). À medida que a cicatrização avançava, o 

processo de alimentação era reestabelecido e, consequentemente, havia ganho de peso, o que 

explica o aumento de massa corpórea a partir do quinto dia. Após 10 dias, esse aumento foi 

significativo, ocorrendo devido a menor área das úlceras presentes. No 5º, 10º e 15º dia 
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experimental, o grupo tratado com triancinolona acetonida em orabase mostrou menor ganho de 

peso em comparação aos outros grupos, semelhantemente encontrado no estudo de Oliveira et al., 

2016. Os corticosteroides tópicos possuem um potencial de absorção e circulação sistêmica, onde, 

dependendo da quantidade e frequência de uso, podem interferir no metabolismo de diversas 

moléculas, incluindo os carboidratos, onde há uma tendência à hiperglicemia, e as proteínas, onde 

há uma inibição da síntese proteica, que resulta em desnutrição e catabolismo. (Oliveira et al., 2016; 

Phan & Smith, 2021). No 20º dia, os animais tratados com CPTN em orabase obtiveram um maior 

ganho de peso em relação aos outros grupos. Assim, o CPTN parece apresentar propriedades 

favoráveis que aliviam o incômodo ocasionado pelas úlceras traumáticas, favorecendo a 

alimentação dos animais. Alguns estudos demonstram a capacidade da pele de tilápia em reduzir a 

dor de pacientes com queimaduras de pele, em ensaios clínicos de fase II e III (Lima-Júnior et al., 

2020; 2021). No entanto, os mecanismos envolvidos nesse processo ainda permanecem incertos, 

sendo necessário novos estudos que avaliem essa relação. 

O processo de cicatrização depende de uma efetiva resposta inflamatória que, mais 

tardiamente, será responsável pela angiogênese, fibroplasia e colagênese, fatores primordiais nesse 

processo (Silva et al., 2018; Mesquita et al., 2020; Toma, Fuller, Willett & Goudy, 2021) 

Após o momento em que a úlcera surge, as primeiras células inflamatórias que chegam 

ao local da lesão são os neutrófilos, responsáveis pelo controle de infecções (Singh, Young &  

Mcnaught, 2017; Selders et al., 2017). Em nosso estudo, foi observado aumento do número dessas 

células no primeiro dia em todos os grupos, com redução gradual ao longo do protocolo. No 

entanto, no 15º dia experimental, os grupos CPTN-Ob e Triancinolona-Ob evidenciaram uma 

maior redução do número de polimorfonucleares neutrófilos em comparação ao grupo Ob. Os 

neutrófilos desempenham um papel importante durante a fase aguda da inflamação, pois irão iniciar 

a fagocitose de patógenos e o debridamento do tecido lesionado por meio de enzimas como a 

mieloperoxidase (MPO), além da produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) e óxido nítrico 

(NO) (Campos, Groth & Branco, 2008; Heng, 2011). Contudo, a persistência dessas células afeta 

o processo cicatricial, por produzirem dano tecidual e estresse oxidativo pela liberação das enzimas 

citadas anteriormente. Quanto mais rápido essas células executarem sua ação e sofrerem apoptose, 

dando início à transição para a fase inflamatória crônica (proliferativa), mais benéfico será o reparo 

tecidual (Martin et al., 2003; Lima-Júnior et al., 2017). Lima-Júnior e colaboradores (2017) já 

evidenciaram em seu estudo envolvendo indução de queimadura em dorso de pele de ratos que o 
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padrão de cicatrização observado nos grupos tratados com a pele de tilápia foi superior devido à 

sua capacidade de minimizar exsudatos, reduzindo o processo inflamatório agudo.  

Seguindo o processo cicatricial, os neutrófilos vão sendo substituídos no decorrer do 

tempo por macrófagos (48 a 96 horas) e linfócitos (5 a 7 dias) (Koh & Dipietro, 2011; Portou et 

al., 2015). Os macrófagos são células cruciais no processo cicatricial, responsáveis pela transição 

para a fase seguinte da cicatrização, pois estimulam a proliferação de queratinócitos, fibroblastos 

e o processo de angiogênese, dando início à fase proliferativa (Guo & Dipietro, 2010). No presente 

estudo, não foram observadas diferenças significativas da contagem de mononucleares, entre os 

grupos, ao longo do protocolo. Entretanto, nos cinco primeiros dias, houve uma redução do número 

de MN no grupo tratado com triancinolona acetonida em orabase. Os corticosteroides apresentam 

uma potente ação anti-inflamatória e imunossupressora, podendo interferir na contagem dessas 

células. Estudos mostram que feridas com depleção de macrófagos exibem deficiência no 

fechamento de feridas, diminuição na formação de tecido de granulação e angiogênese, além de 

redução na síntese de colágeno e dos níveis de fatores de crescimento (VEGF, TGF-β) (Koh & 

Dipietro, 2011; Oliveira et al., 2016). 

 Quanto aos aspectos histológicos, observamos melhores parâmetros nos grupos 

CPTN-Ob e Triancinolona-Ob, com a presença de um tecido conjuntivo com inflamação crônica 

leve, ao contrário do grupo Ob, na qual houve piores escores histológicos. O mesmo achado foi 

encontrado no estudo de Lima-Júnior e colaboradores (2017), já citado anteriormente, na qual 

encontraram reações inflamatórias de intensidade leve a moderada nas feridas cutâneas recobertas 

pelas peles de tilápia, com fenótipo mononuclear (histiolinfoplasmocitário), diferentemente da 

intensa resposta aguda observada nos grupos controle, interferindo positivamente no processo de 

cicatrização. 

Além disso, os grupos CPTN-Ob e Triancinolona-Ob mostraram total re-epitelização, 

no 15º dia, enquanto no grupo Ob houve persistência da úlcera. O processo de re-epitelização é 

representado pela proliferação e migração de queratinócitos para a área lesionada. Fatores de 

crescimento como TGF-β e KGF, liberados por fibroblastos e macrófagos, são importantes durante 

essa etapa (Stojadinovic et al., 2008; Stroncek, Bell & Reichert, 2009). Tang & Saito (2015) 

avaliaram os efeitos in vitro do colágeno do tipo I purificado da pele de tilápia em populações 

celulares e observaram o estímulo à liberação de fatores de crescimento, como o Fator de 

Crescimento de Queratinócitos (KGF), o que favorece a re-epitelização.   
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Simultaneamente a eventos celulares, os eventos vasculares, como coagulação, 

extravasamento celular e angiogênese, também são importantes nesse processo (Kvietys & 

Granger, 2012; Glim et al., 2013). Observamos em nosso estudo, após 15 dias pós ulceração, um 

significativo aumento do número de vasos sanguíneos no grupo CPTN-Ob, em comparação tanto 

com o grupo Ob como com Triancinolona-Ob. Esse aumento confirmou-se com uma maior 

expressão de CD31, glicoproteína transmembrânica expressa, principalmente, em células 

endoteliais, nesse mesmo período. O CPTN, como já mencionado, possui capacidade de estimular 

diversos fatores de crescimento. Elbialy et al., (2020) realizaram um estudo experimental in vivo, 

na qual induziram uma ferida cutânea no dorso de ratos e avaliaram os possíveis mecanismos 

envolvidos no reparo tecidual da aplicação tópica do CPTN, e verificaram o papel do colágeno na 

superprodução de Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF), essencial para a formação 

de novos vasos, que fornecerão oxigênio e suprimentos nutricionais para a área lesionada, 

auxiliando na cicatrização.  

Além de KGF e VEGF, diversos outros fatores de crescimento atuam durante o reparo 

tecidual. O fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e o fator de crescimento transformante beta 

(TGF-β) são essenciais para a proliferação de fibroblastos e queratinócitos, auxiliando, além da 

contração de feridas, na deposição de colágeno e re-epitelização. (Barrientos et al., 2008; Zubair & 

Ahmad, 2019; Said et al., 2020). Em nosso estudo, verificamos um aumento da deposição de fibras 

colágenas totais, do tipo I e do tipo III, nos grupos tratados com CPTN em orabase, no 15º dia de 

curso temporal das úlceras, estando esse resultado associado à maior expressão de TGF-β nesse 

mesmo dia. Logo, essa molécula parece ter um papel chave no mecanismo de cicatrização de 

úlceras traumáticas induzidas em ratos pela aplicação tópica do CPTN em orabase. 

A principal limitação do estudo está no fato de que os ratos são fisiologicamente 

diferentes dos humanos. Apesar da semelhança entre as espécies, eles não reproduzem 

perfeitamente a patogênese de úlceras traumáticas orais que ocorrem em humanos (Zomer & 

Trentin, 2018). Além disso, por tratar-se de um estudo pioneiro que avalia os efeitos do CPTN em 

orabase na cicatrização dessas lesões, não há estudos na literatura que avaliem essa relação e que 

pudessem corroborar com os nossos achados, apenas pesquisas envolvendo feridas cutâneas. 

Portanto, mais investigações são necessárias para a elucidação dos mecanismos envolvidos nesse 

processo.  
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5. Conclusões 
 

O tratamento tópico com o colágeno da pele de tilápia manipulado em orabase otimizou 

a cicatrização de úlceras traumáticas induzidas em mucosa jugal de ratos, reduzindo área e 

aumentando o percentual de contração, estimulando a re-epitelização, a angiogênese e a 

colagênese, com aumento da expressão de TGF-β, e favorecendo o ganho de peso normal dos 

animais, sendo, portanto, uma terapia promissora para essas lesões. Entretanto, mais estudos são 

necessários para se compreender os possíveis mecanismos de ação do colágeno sobre feridas orais.  
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6 CONCLUSÃO GERAL  

O tratamento tópico com o colágeno da pele de tilápia manipulado em orabase otimizou 

a cicatrização de úlceras traumáticas orais induzidas em mucosa jugal de ratos, através de:  

1 - Redução da área e aumento do percentual de contração das úlceras, no 15º dia; 

2 - Estímulo à re-epitelização, angiogênese e colagênese, etapas fundamentais no 

reparo tecidual, aliado a uma maior expressão de TGF-β, igualmente no 15º dia;  

3 - Manutenção do ganho de peso normal dos animais, ao longo do curso temporal. 

Portanto, trata-se de uma terapia promissora para essas lesões. Entretanto, mais estudos 

são necessários para se compreender os possíveis mecanismos de ação do colágeno sobre feridas 

orais.  
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