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RESUMO 

 

 

As úlceras traumáticas orais (OTU) são processos dolorosos significativos na cavidade oral que 

trazem desconforto e dificuldade alimentar. Fármacos com potencial anti-inflamatório são 

importantes ferramentas farmacológicas no controle dos sintomas das OTU. A pioglitazona é um 

agonista dos receptores ativados por proliferadores de peroxissoma gama (PPARγ), utilizada no 

controle da hiperglicemia, apresentando potencial anti-inflamatório e pró-cicatrizante. O objetivo 

deste estudo foi avaliar a influência da pioglitazona no processo de cicatrização de OTU em ratos. 

Para isso, 128 ratas Wistar (180–220 g) foram aleatoriamente divididas em um grupo controle 

(GC), tratado com solução salina (0,1 mL/kg), e três grupos teste tratados com pioglitazona 5 

mg/kg (PIO5), 15 mg/kg (PIO15) ou 45 mg/kg (PIO45), por gavagem diariamente, antes da 

indução da OTU até a eutanásia após 1, 3, 7 e 14 dias (n = 8/grupo/dia). Um punch de 6 mm de 

diâmetro e 1 mm de profundidade foi utilizado para a confecção das OTU. No dia da eutanásia, 

foram mensuradas a área da úlcera e a variação de massa corpórea, e as OTU foram removidas 

para confecção de lâminas histológicas e análise dos escores de cicatrização tecidual (0–4), 

contagem de neutrófilos polimorfonucleares e células mononucleares (hematoxilina-eosina). 

Foram confeccionados blocos de Tissue Micro Array com áreas de 3,14 mm² representativas de 

cada úlcera para realização de imuno-histoquímica para PPARγ, α-Actina de Músculo Liso (α-

SMA), PPARδ/β, Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-α), Interleucina 6 (IL-6) e Fator Nuclear 

kappa B (NFκB) p65. Foram fotografados cinco microcampos referentes à úlcera de cada animal 

e foram contabilizados o número de células imunopositivas para cada marcador, bem como o 

número de vasos sanguíneos. Foram realizados os testes Kruskal-Wallis/Dunn para comparação 

das medianas (mínimo–máximo) entre grupos e dias experimentais, adotando nível de confiança 

de 95%. O tratamento com pioglitazona reduziu os níveis de TNF-α, IL-6 e NFκB p65 em 

comparação aos controles e não interferiu de forma significativa na cicatrização de úlceras orais 

em ratos. 

 

Palavras-chave (DeCS): PPAR gama; estomatite aftosa; cicatrização. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

Traumatic oral ulcers (TOUs) are significant painful processes in the oral cavity that cause 

discomfort and difficulty eating. Drugs with anti-inflammatory potential are important 

pharmacological tools in controlling the symptoms of TOUs. Pioglitazone is an agonist of 

peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARγ), used in the control of 

hyperglycemia, exhibiting anti-inflammatory and pro-healing potential. The aim of this study was 

to evaluate the influence of pioglitazone on the healing process of TOUs in rats. To this end, 128 

Wistar rats (180–220 g) were randomly divided into a control group (CG), treated with saline 

solution (0.1 mL/kg), and three test groups treated with pioglitazone 5 mg/kg (PIO5), 15 mg/kg 

(PIO15), or 45 mg/kg (PIO45), by gavage daily, before the induction of the ulcer until euthanasia 

after 1, 3, 7, and 14 days (n = 8/group/day). A 6 mm diameter and 1 mm deep punch was used to 

create the ulcers. On the day of euthanasia, the ulcer area and body mass variation were measured, 

and the ulcers were removed for histological slide preparation and analysis of tissue healing scores 

(0–4), polymorphonuclear neutrophil count, and mononuclear cell count (hematoxylin-eosin). 

Tissue Micro Array blocks were created with 3.14 mm² areas representative of each ulcer for 

immunohistochemistry analysis for PPARγ, α-Smooth Muscle Actin (α-SMA), PPARδ/β, Tumor 

Necrosis Factor alpha (TNF-α), Interleukin 6 (IL-6), and Nuclear Factor kappa B (NFκB) p65. 

Five microfields corresponding to the ulcer of each animal were photographed, and the number 

of immunopositive cells for each marker, as well as the number of blood vessels, were counted. 

Kruskal-Wallis/Dunn tests were performed to compare the medians (minimum–maximum) 

between groups and experimental days, adopting a 95% confidence level. Treatment with 

pioglitazone reduced TNF-α, IL-6, and NFκB p65 levels compared to controls and did not 

significantly interfere with oral ulcer healing in rats. 

 

Keywords (MeSH): PPAR gamma; aphthous stomatitis; wound healing. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

As úlceras traumáticas orais (OTU) representam uma das condições dolorosas mais 

frequentes na cavidade oral, impactando significativamente a qualidade de vida dos indivíduos 

ao gerar desconforto severo e dificuldades durante a alimentação. A busca por ferramentas 

farmacológicas eficazes para o controle desses sintomas e para a aceleração do processo de 

reparo tecidual é essencial. Nesse contexto, a pioglitazona, um fármaco da classe das 

tiazolidinedionas utilizado no tratamento da diabetes mellitus tipo 2 como agonista dos 

receptores PPARγ, tem despertado interesse devido ao seu potencial anti-inflamatório, 

antioxidante e pró-cicatrizante (Bahia., 2006). 

Esta pesquisa busca compreender como a modulação desses receptores nucleares pode 

influenciar especificamente as fases de cicatrização de lesões traumáticas na mucosa oral. A 

ativação do PPARγ pode inibir a via inflamatória orquestrada pelo NFkB e reduzir a produção 

de citocinas pró-inflamatórias (TNF-α, IL-1 e IL-6). Dessa forma, é preciso investigar como 

diferentes dosagens de pioglitazona impactam o perfil celular e inflamatório em um modelo 

experimental de OTU (Antunes et al., 2018). 

A hipótese deste estudo é que o tratamento sistêmico com pioglitazona promova uma 

redução dose-dependente no infiltrado inflamatório e uma aceleração na transição das fases de 

cicatrização, mediada pela redução de marcadores inflamatórios e pela facilitação da 

angiogênese no tecido lesionado. 

A justificativa desse projeto é que a pioglitazona pode constituir uma importante 

ferramenta farmacológica para atenuar os danos mediados pela inflamação e acelerar a 

cicatrização tecidual frente a agentes traumáticos que resultem em inflamação aguda, por meio 

da inibição da ativação de macrófagos e da produção de citocinas inflamatórias, como TNF-α, 

interleucina (IL)-6 e IL-1β. Além disso, possui efeito antioxidante, com diminuição da geração 

de radicais livres pelos monócitos e células polimorfonucleares, por meio do aumento da oferta 

de óxido nítrico mediado por eNOS, facilitando a angiogênese e reduzindo a atividade de iNOS. 

Ademais, não apresenta riscos cardiovasculares nem riscos de toxicidade hepática conhecidos, 

diferentemente de outros fármacos da classe das tiazolidinedionas, como a ciglitazona, a 

troglitazona e a rosiglitazona. 

A análise da influência do tratamento com pioglitazona na angiogênese em ratos 

submetidos à úlcera traumática em mucosa jugal, bem como de seu efeito sobre a 

imunoexpressão da α-Actina de Músculo Liso, IL-6, TNF-α e NFkB p65 em vasos sanguíneos 
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do tecido conjuntivo de úlceras traumáticas em mucosa jugal, é essencial para a melhor 

compreensão dos efeitos cicatriciais do fármaco. Esses achados podem subsidiar abordagens 

farmacológicas para o desenvolvimento de tratamentos de úlceras orais, além de ampliar o 

conhecimento acerca dessa via promissora e permitir uma compreensão mais clara e detalhada 

dos processos que levam a pioglitazona a promover a melhora do processo de cicatrização. 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Analisar a influência do tratamento com pioglitazona na cicatrização em ratos 

submetidos a úlcera traumática em mucosa jugal. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

 Analisar a influência do tratamento com pioglitazona na imunoexpressão para 

α-Actina de Músculo Liso em vasos sanguíneos no tecido conjuntivo de úlceras 

traumáticas em mucosa jugal de ratos. 

 Analisar a influência do tratamento com pioglitazona na imunoexpressão para 

PPARγ em vasos sanguíneos no tecido conjuntivo de úlceras traumáticas em 

mucosa jugal de ratos. 

 Analisar a influência do tratamento com pioglitazona na imunoexpressão para 

PPARδ/β em vasos sanguíneos no tecido conjuntivo de úlceras traumáticas em 

mucosa jugal de ratos. 

 Analisar a influência do tratamento com pioglitazona na imunoexpressão para 

TNF-α no tecido conjuntivo de úlceras traumática em mucosa jugal de ratos. 

 Analisar a influência do tratamento com pioglitazona na imunoexpressão para 

IL-6 no tecido conjuntivo de úlceras traumática em mucosa jugal de ratos. 

 Analisar a influência do tratamento com pioglitazona na imunoexpressão para 

NFkB p65 no tecido conjuntivo de úlceras traumática em mucosa jugal de 

ratos.
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3 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

As tiazolidinedionas (TZDs) ou glitazonas são uma classe de fármacos usados no 

tratamento da diabetes mellitus tipo 2. Eles agem como fármacos sensibilizadores de insulina 

por meio de ligação em receptores nucleares ativadores do proliferador de peroxissomos 

(PPAR), um fator de transcrição abundante em células adiposas (Nanjan et al., 2018), na forma 

de agonistas dos PPARs (Bahia., 2006). São exemplos de fármacos da classe das 

tiazolidinedionas a ciglitazona (apresenta toxicidade hepática inaceitável), troglitazona 

(retirada do mercado devido à alta toxicidade hepática), rosiglitazona (apresenta riscos 

cardiovasculares associados), pioglitazona (não apresenta riscos cardiovasculares e nem riscos 

de toxicidade hepática conhecidos), balaglitazona e a ragaglitazona (Nanjan et al., 2018). 

Essa ativação promove propriedades anti-inflamatórias e antioxidantes e inibe a 

inflamação e a disfunção endoteliais (Ku et al., 2017). Uma vez absorvidos pelas células, esses 

fármacos são internalizados no núcleo, onde seu mecanismo de ação envolve a ativação dos 

Receptores ativados por proliferadores de peroxissomos (PPARs). Estes receptores nucleares 

fazem parte de uma subfamília de receptores que incluem o receptor do hormônio da tireoide, 

o receptor do ácido retinóico e o receptor da vitamina D3. Ele apresenta três proteínas 

codificadas por genes distintos: PPAR-α, PPAR-β e PPAR-γ. Todos os três subtipos, quando 

ativados, atuam como fatores de transcrição dependentes de ligantes que regulam a expressão 

do gene-alvo pela ligação a específicos elementos responsivos aos proliferadores de 

peroxissoma (PPRE) situados em sítios reguladores de cada gene (Nanjan et al., 2018; Tavares 

et al., 2007). 

Os PPARs são um subgrupo de fatores de transcrição ativados por ligantes que podem 

regular a atividade transcricional diretamente por dois mecanismos diferentes: como um fator 

de transcrição dependente de ligante que se liga ao DNA na região promotora de genes com 

sequências conhecidas como elementos de resposta do proliferador de peroxissoma (PPREs) e 

como fatores de transcrição, em que os PPARs podem controlar a expressão gênica associando-

se a proteínas ativadoras independentemente dos PPREs. Portanto, os PPARs podem regular 

sequências de muitos genes envolvidos em diversas funções metabólicas relacionadas à 

homeostase de lipídios e glicose, colesterol e balanço energético (Decara et al., 2020). 

Os PPARs são encontrados principalmente no tecido adiposo e em menor quantidade 

nos músculos. O aumento da sensibilidade à insulina ocorre por efeito direto, através do 

aumento da fosforilação do receptor tirosina-quinase da insulina no tecido muscular, resultando 

no aumento dos transportadores de glicose 4 (GLUT 4). Indiretamente, pela sua ação no tecido 
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adiposo, os agonistas dos PPARs diminuem a lipólise e aumentam a diferenciação de 

adipócitos, diminuindo, assim, a liberação de substâncias que inibem a ação da insulina, como 

os ácidos graxos livres, o fator de necrose tumoral e a resistina (Gross et al., 2003). 

Com o bloqueio do acúmulo de ácidos graxos e glicose, há também redução da via 

inflamatória orquestrada pelo NFkBem monócitos, o que reduz a produção de citocinas pró-

inflamatórias. Dessa forma, a ativação do PPAR-α e PPAR-γ é antagônica à atividade do NFkB, 

reduzindo a produção de citocinas por monócitos, podendo ser esse um alvo em processos 

inflamatórios (Antunes et al, 2018). Os TZD também são capazes de aumentar a oferta de óxido 

nítrico mediado por eNOS, facilitando a angiogênese e reduzindo a atividade de iNOS, com 

consequente efeito antioxidante, diminuição da geração de radicais livres pelos monócitos e 

células polimorfonucleares (Bahia et al., 2006). 

Nesse sentido, frente a processos inflamatórios agudos, os TZD podem constituir 

importante ferramenta farmacológica para atenuar os danos mediados pela inflamação e 

acelerar a cicatrização tecidual frente a agentes traumáticos. Nesse sentido, o modelo 

experimental de úlceras traumáticas em mucosa jugal de ratos se faz um importante modelo 

para estudo desse processo inflamatório, visto que é possível estudar todas as fases de 

cicatrização tecidual em relativo pouco tempo (Brizeno et al., 2016). 

Após um trauma agudo, como o ocorrido nas tão frequentes úlceras traumáticas orais, 

padrões moleculares associados a danos (DAMPs) e moléculas liberadas de células danificadas 

do hospedeiro ativam receptores em macrófagos e células dendríticas, com consequente 

produção de fator de necrose tumoral-α (TNF-α), interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6), 

entre outros, que, coincidentemente, são fortemente bloqueados pela ação dos TZD (Gross et 

al., 2003). 

Com a ativação dessas citocinas, neutrófilos e monócitos translocam para o tecido 

lesado, liberando enzimas que combatem organismos infecciosos e eliminam células mortas, 

mas também causam o acúmulo de espécies reativas de oxigênio nos tecidos, que danificam 

células saudáveis e geram edema mediado por vasodilatação (Varela, 2018). Portanto, agonistas 

do PPAR-γ podem inibir a ativação de macrófagos e a produção de citocinas inflamatórias, 

como TNF-α, interleucina (IL)-6 e IL-1β (Decara et al., 2020). 

Sob condições fisiológicas, as células endoteliais fornecem uma barreira entre os vasos 

sanguíneos e os tecidos. No entanto, processos traumáticos, como estímulos inflamatórios, 

podem aumentar a permeabilidade endotelial e permitir o movimento de micromoléculas, como 

a água, e macromoléculas, como proteínas presentes no interior do vaso. O PPARγ é expresso 

em células endoteliais, e acredita-se que os agonistas de PPARγ inibem o endotélio na 
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inflamação e disfunção, gerando retenção de líquidos, um efeito adverso considerável desses 

medicamentos, mas que podem ser promissores no controle do edema inflamatório (Nanjan et 

al., 2018; Tavares et al., 2007). 

Os TZDs afetam a constrição vascular pela inibição da via PI3K/Akt e, recentemente, 

foi descrito que o agonista do PPAR-γ, a rosiglitazona, pode suprimir significantemente a 

permeabilidade vascular (Ku et al., 2017). Assim, os TZD, como a pioglitazona, possuem um 

importante efeito anti-inflamatório e antioxidante, apresentando consequente controle do edema 

e facilitação da angiogênese, sendo, assim, uma classe de fármacos promissora no tratamento 

de úlceras orais, devido à sua capacidade de atenuar os danos mediados pela inflamação e 

acelerar a cicatrização tecidual frente a agentes traumáticos. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Abordagem ética, cálculo do tamanho da amostra e grupos experimentais 

 

Este estudo foi submetido à Comissão de Ética no Uso de Animais da Unichristus com 

número 005/20 (ANEXO I), sendo iniciado apenas após aprovação. Todos os experimentos 

foram realizados de acordo com os Princípios Éticos para Experimentação Animal adotados 

pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA). 

A fim de estimar a amostra necessária, baseamo-nos no estudo de Domi et al (2016), 

que observaram que o tratamento com pioglitazona, um agonista do PPARУ, melhora a resposta 

ao estresse em estudos de comportamento animal quando comparado ao grupo controle não 

tratado (Média±DP = 58,00±43,27 versus 113,80±36,06 segundos), estimando-se ser 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 estudo (teste t de Student). 

Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos experimentais: um grupo 

tratado com solução salina (0,1 mL/kg) e três grupos tratados com pioglitazona em doses 

diferentes (PIO5 = pioglitazona 5 mg/kg; PIO15 = pioglitazona 15 mg/kg; PIO45 = pioglitazona 

45 mg/kg) por gavagem (Moezi, 2013). Os animais receberam gavagem diária de 0,1 mL/kg de 

cada solução imediatamente antes da indução da úlcera oral e continuaram recebendo as 

soluções até a eutanásia, que foi realizada após 1, 3, 7 e 14 dias da indução das úlceras, assim 

divididos: 

 

Quadro 1: Divisão amostral dos grupos experimentais 

 Dias de eutanásia  

 Dia 

1 

Dia 

3 

Dia 

7 

Dia 

14 

Total 

Salina n=8 n=8 n=8 n=8 n=32 

PIO5 n=8 n=8 n=8 n=8 n=32 

PIO15 n=8 n=8 n=8 n=8 n=32 

PIO45 n=8 n=8 n=8 n=8 n=32 

Total n=32 n=32 n=32 n=32 n=128 
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Esse desenho de estudo foi baseado em estudos previamente publicados pela equipe 

que demonstrou a influência de diferentes momentos (Brizeno et al., 2014) e diferentes doses 

de fármacos (Mesquita et al., 2019) na cicatrização das úlceras orais em ratos. 

 

4.2 Úlcera oral, parâmetros clínicos e eutanásia 

 

Um total de 128 ratas Wistar fêmeas (n=8/grupo/dia de eutanásia) foi utilizado neste 

estudo. A ulceração da mucosa oral de ratos Wistar fêmeas foi realizada uma hora após o 

tratamento. Os animais foram anestesiados através de uma injeção intraperitoneal de cetamina 

(80 mg/kg, i.p.) e xilazina (20 mg/kg, intraperitoneal). A antissepsia da mucosa oral foi 

realizada usando pelotas de algodão embebidas em digluconato de clorexidina a 0,12%. A 

mucosa bucal esquerda foi ulcerada utilizando um punch de 6 mm de diâmetro e 1 mm de 

profundidade, e o fragmento de tecido mole foi removido com um bisturi e lâmina nº 15 

(Brizeno et al., 2016). 

 

4.3 Processamento histológico e avaliação histomorfométrica 

 

As amostras de mucosa bucal foram coletadas 1, 3, 7 e 14 dias após a ulceração, fixadas 

em formalina neutra a 10% por 24 h, desidratadas em séries alcoólicas graduadas, diafanizadas 

em xilol e impregnadas com parafina. As amostras foram cortadas em lâminas de vidro com 3 

μm de espessura para serem coradas com hematoxilina e eosina (HE). 

As seções foram analisadas usando um microscópio óptico (BX43, Olympus® com o 

software Olympus Soft Imaging LCMicro software e exportadas para o ImageJ®), sendo 

descritas as características histológicas das úlceras e as correspondentes fases de cicatrização, 

pontuadas em uma escala de 0 a 4, como segue: (0) ausência de úlcera/tecido conjuntivo 

remodelado (fibras de colágeno maduras, homogêneas e paralelas); (1) ausência de 

úlcera/fibrose (deposição notável e difusa das fibras de colágeno), com inflamação crônica leve; 

(2) úlcera/fibrose, com inflamação crônica moderada; (3) úlcera/inflamação crônica (tecido de 

granulação); (4) úlcera/processo agudo (vasos dilatados e infiltrado inflamatório misto 

contendo neutrófilos) (Brizeno et al., 2016). 

Para avaliar a infiltração de neutrófilos polimorfonucleares e células mononucleares, 

cinco campos das áreas ulceradas de cada amostra (coloração HE) foram fotografados com uma 
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câmera (U-TV0.63XC, Olympus®) acoplada ao microscópio. As seções foram analisadas 

usando um microscópio óptico (BX43, Olympus® com o software Olympus Soft Imaging 

LCMicro software, utilizando ampliação de 400× e exportadas para o ImageJ®). Dentro de 

cada campo, foram escolhidos cinco campos microscópicos (250 × 250 μm) para contagem do 

número de neutrófilos polimorfonucleares (células com núcleo segmentado e multilobular) e 

células mononucleares. A soma das células em cinco campos microscópicos constituiu a 

unidade amostral (Brizeno et al., 2016). 

 

4.4 Confecção de bloco de Tissue Micro Array e reações de imuno-histoquímica 

 

 
Foram selecionadas áreas representativas da úlcera de cada animal nas lâminas 

histológicas e essas áreas foram marcadas utilizando caneta marcador permanente. Essas áreas 

foram posteriormente pareadas com o bloco para remoção da amostra usando o dispositivo 

Tissue Micro Arrayer®. Após isso, um bloco receptor contendo 70 poços de mesmo diâmetro 

e profundidade (2 mm) recebeu as amostras de tecido parafinado, organizadas e mapeadas. 

Após a colocação de todas as amostras no bloco receptor, o mesmo foi incubado por 

três minutos sobre uma lâmina de vidro em estufa a 65 ºC e retirado em movimento rotacional 

com a finalidade de unir as amostras de tecido ao bloco receptor. Após resfriamento do bloco 

receptor em temperatura ambiente, cortes de 3 µm foram realizados e dispostos em lâminas 

silanizadas para reação de imuno-histoquímica e ensaio de apoptose. 

Após resfriamento em temperatura ambiente, os cortes foram lavados em solução 

tampão de fosfato 0,1 M pH 7,3 (PBS), em dois banhos de cinco minutos cada, e foi realizado 

o bloqueio da peroxidase endógena com solução de H₂O₂ a 3% diluída em PBS por 30 minutos. 

Após dois banhos de cinco minutos em PBS, as lâminas foram incubadas com solução 

de albumina a 1% para bloqueio de proteínas inespecíficas por uma hora. Após duas lavagens 

de cinco minutos em PBS, as lâminas foram incubadas overnight com os seguintes anticorpos: 

PPARγ , α-SMA, PPARδ/β, TNF-α, IL-6 e NFkB p65. 

No dia seguinte, após resfriamento em temperatura ambiente, os cortes foram lavados 

com dois banhos de cinco minutos em PBS e incubados com polímero anti-coelho/anti-rato 

Dako Envision Dual Link System HRP (Dako®) por uma hora. Após nova lavagem com dois 

banhos de cinco minutos em PBS, as lâminas foram incubadas com 3,3-diamino-benzidina 

(DAB) por 5 minutos. A reação foi interrompida com água destilada. As lâminas foram contra-
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coradas com hematoxilina de Harris a 7% por 10 segundos, lavadas em água corrente, 

desidratadas, diafanizadas e montadas com Entellan®. 

Para análise imuno-histoquímica, os poços foram fotografados com uma câmera (U-

TV0.63XC, Olympus®) acoplada ao microscópio. As seções foram analisadas usando um 

microscópio óptico (BX43, Olympus® com o software Olympus Soft Imaging LCMicro 

software, utilizando ampliação de 400× e exportadas para o ImageJ®). Dentro de cada campo, 

foram escolhidos cinco campos microscópicos (250 × 250 μm) para contagem do número de 

células exibindo positividade nuclear (NFkB p65) ou citoplasmática (demais marcadores), bem 

como do número de vasos sanguíneos positivos para α-SMA. A soma das células em cinco 

campos microscópicos constituiu a unidade amostral (Brizeno et al., 2016). 

 

 

4.5 Análise estatística 

 

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk, expressos na 

forma de média e erro-padrão da média e comparados por meio do teste ANOVA two-way, 

seguido do pós-teste de Bonferroni (GraphPad Prism 6.0 para Windows, p<0,05). 
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5 RESULTADOS 

 

Figura 1 - Lâminas com coloração de HE de ratas submetidas a modelo de úlcera traumática 

oral em mucosa jugal e tratadas diariamente com diferentes doses de pioglitazona, um agonista 

PPAR. HE, 400x. Barra horizontal preta = 50µm. 

  

Fonte: Autor 

 

5.1 Tratamento com pioglitazona reduz o processo inflamatório agudo em úlceras orais 

sem interferir na fibroplasia em ratos  

 

O número de células positivas para TNF-α não mostrou diferença entre os grupos nos 

dias um (p=0.876) e três (p=0.768) após a confecção da úlcera. Porém, os grupos Pio-15 e Pio-

45 mostraram menor imunoexpressão para TNF-α que o grupo salina no dia sete (p<0.001). 

Após 14 dias não houve diferença significante entre os grupos. Enquanto o grupo salina 

demonstrou redução da imunoexpressão para TNF-α apenas após 14 dias da ulceração 

(p=0.003) todos os grupos tratados com pioglitazona demonstraram redução desse parâmetro 

após sete dias (p<0.001) (Tabela 1, Figura 2). 

O número de células positivas para IL-6 não mostrou diferença entre os grupos nos 
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dias um (p=0.831) após a confecção da úlcera. Porém, após três dias, todos os grupos tratados 

com pioglitazona demonstraram menor imunoexpressão para IL-6 que o grupo salina 

(p=0.005). Após sete (p=0.776) e 14 dias (p=0.371) não houve diferença significante entre os 

grupos. Todos os grupos mostraram redução da imunoexpressão para IL-6 após 14 dias 

(p<0.001) (Tabela 1, Figura 3). 

O número de células positivas para NFkB p65 não mostrou diferença entre os grupos 

nos dias um (p=0.175) após a confecção da úlcera. Porém, após três dias, todos os grupos 

tratados com pioglitazona demonstraram menor imunoexpressão para NFkB p65 que o grupo 

salina (p=0.006). Após sete (p=0.774) e 14 dias (p=0.642) não houve diferença significante 

entre os grupos. Os grupos salina (p=0.001) e Pio-15 (p=0.001) mostraram redução significante 

da imunoexpressão para NFkB p65 após sete e três dias da confecção da úlcera, ao passo que 

nos grupos Pio-15 (p=0.829) e Pio-45 (p=0.452) esses valores permaneceram baixos ao longo 

do curso temporal do experimento (Tabela 1, Figura 4). 

Não houve diferença significante na imunoexpressão para α-SMA entre os grupos 

experimentais em nenhum dia do estudo. Todos os grupos demonstraram aumento no número 

de células positivas para α-SMA a partir do dia sete da ulceração (Tabela 1, Figura 5). 

 

 

Tabela 1: Imunomarcação de células PPAR+, citocinas inflamatórias e α-SMA em OTU de 

ratos tratados com diferentes doses de pioglitazona. 

 
Tempo (Dias) 

 

 
D1 D3 D7 D14 p-Valor 

TNF-α+ cells 
     

Sal 370.50±100.00 474.80±103.50 474.80±103.50 43.86±14.57† 0.003 

Pio-5 374.00±36.35 370.50±100.00 116.40±37.10† 43.86±14.57† < 0.001 

Pio-15 386.20±47.08 323.20±73.16 84.20±24.30*† 84.83±34.90† < 0.001 

Pio-45 302.30±81.01 382.30±86.89 25.20±4.96*† 28.86±11.18† < 0.001 

p-Valor 0.876 0.768 < 0.001 0.267 
 

IL6+ cells 
     

Sal 127.50±12.13 133.80±19.63 34.29±9.64 45.86±8.92† < 0.001 

Pio-5 104.00±27.29 57.00±15.53* 39.17±10.52 65.60±13.27† < 0.001 

Pio-15 106.20±19.19 69.60±13.04* 48.50±18.43 59.00±29.02† < 0.001 

Pio-45 106.30±24.44 64.00±7.93* 52.50±16.39 33.86±12.08† 0.037 

p-Valor 0.831 0.005 0.776 0.371 
 

NFkB p65+ cells  
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Sal 332.70±22.09 339.10±62.31 134.70±27.16† 195.30±20.69† 0.001 

Pio-5 301.30±27.83 109.50±28.86*† 159.00±27.86† 195.60±41.37† 0.001 

Pio-15 207.20±63.18 151.20±41.54* 173.30±31.02 185.00±18.63 0.829 

Pio-45 219.30±63.57 167.00±27.24* 156.50±16.39 147.00±17.87 0.452 

p-Valor 0.175 0.006 0.774 0.642 
 

α-SMA+ cells 
     

Sal 49.83±8.39 54.33±13.75 206.90±44.62† 126.60±25.62† 0.002 

Pio-5 67.00±16.73 18.60±10.36 199.00±72.00† 162.70±37.70† 0.044 

Pio-15 59.00±24.74 28.00±9.26 195.80±40.52† 147.30±32.17† 0.004 

Pio-45 56.20±16.82 40.00±10.51 179.50±29.49† 144.30±23.04† 0.001 

p-Valor 0.901 0.169 0.169 0.860 
 

PPARγ
+ cells 

     
Sal 116.30±22.30 66.17±16.18 44.20±12.89 69.43±19.70 0.092 

Pio-5 97.17±17.56 45.60±24.42 56.80±15.92 51.75±29.86 0.280 

Pio-15 86.40±24.09 56.00±9.75 68.83±23.36 60.80±11.45 0.738 

Pio-45 101.30±8.01 56.40±23.09 46.33±6.96 33.57±9.75† 0.018 

p-Valor 0.756 0.898 0.686 0.454 
 

PPARδ/β
+ cells 

     
Sal 285.30±10.36 264.30±76.80 196.70±5.81 296.70±32.92 0.475 

Pio-5 260.20±33.49 159.70±44.27 244.70±41.85 184.20±37.77 0.647 

Pio-15 277.00±23.21 210.20±63.52 211.50±32.16 208.80±35.82 0.662 

Pio-45 242.50±27.43 164.60±34.28 221.70±48.72 120.10±24.76*† 0.048 

p-Valor 0.747 0.579 0.890 0.005 
 

*p < 0,05 vs Sal, †p < 0,05 versus day 1, 2-way-ANOVA/Bonferroni test (mean ± SE); PIO = Pioglitazone groups; 

SMA = smooth muscle actin. 

5.2 Tratamento com pioglitazona atenua a imunoexpressão para PPARγ e PPARδ/β no 

final do processo inflamatório de úlceras traumáticas em ratos 

 

O número de células positivas para PPARγ não mostrou diferença entre os grupos após 

um (p=0.756), três (p=0.898), sete (p=0.686) ou 14 (p=0.454) da confecção da úlcera. No 

entanto, enquanto os grupos salina (p=0.092), Pio-5 (p=0.280) e Pio-15 (p=0.738) não 

mostraram variação significante desse parâmetro ao longo dos 14 dias de experimento, o grupo 

Pio-45 mostrou redução significativa da imunoexpressão para PPARγ após o dia 14 da 

confecção da úlcera (p=0.018) (Tabela 1, Figura 6). 

Já o número de células positivas para PPARδ/β não mostrou diferença entre os grupos 

após um (p=0.747), três (p=0.579) e sete (p=0.890) da confecção da úlcera, com redução 

significativa no grupo Pio-45 em relação ao grupo salina (p=0.005) no dia 14. Da mesma forma 
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que a imunoexpressão para PPARγ, os grupos salina (p=0.475), Pio-5 (p=0.647) e Pio-15 

(p=0.662) não mostraram variação significante do número de células positivas para PPARδ/β 

ao longo dos 14 dias de experimento, o grupo Pio-45 mostrou redução significativa da 

imunoexpressão para PPARδ/β após o dia 14 da confecção da úlcera (p=0.048) (Tabela 1, 

Figura 7). 

 

Figura 2 - Perfil de imunomarcação de TNF-α em OTU de ratos tratados com diferentes doses 

de pioglitazona. Ampliação: 400×. Barra de escala = 500 µm. D = Dia; Pio= Pioglitazona. 

Coloração H&DAB. 

 

Fonte: Autor 
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Fonte: Autor 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 - Perfil de imunomarcação de IL-6 em OTU de ratos tratados com diferentes doses 

de pioglitazona. Ampliação: 400×. Barra de escala = 500 µm. D = Dia; Pio = Pioglitazona. 

Coloração H&DAB. 
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Figura 4 - Perfil de imunomarcação de NFkB p65 em OTU de ratos tratados com diferentes 

doses de pioglitazona. Ampliação: 400×. Barra de escala = 500 µm. D = Dia; Pio = 

Pioglitazona. Coloração H&DAB. 

 

Fonte: Autor 
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Fonte: Autor 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 - Perfil de imunomarcação de PPARγ em OTU de ratos tratados com 

diferentes doses de pioglitazona. 400x. Barra = 500 µm. D = Dia; Pio = Pioglitazona. 

Coloração H&DAB. 
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Figura 6 - Perfil de imunomarcação de PPARδ/β em OTU de ratos tratados com diferentes 

doses de pioglitazona. Ampliação: 400×. Barra de escala = 500 µm. D = Dia; Pio = 

Pioglitazona. Coloração H&DAB. 

 
Fonte: Autor 
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Fonte: Autor 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 - Perfil de imunomarcação de α-SMA em OTU de ratos tratados com 

diferentes doses de pioglitazona. Ampliação: 400×. Barra de escala = 500 µm. 

D = Dia; Pio = Pioglitazona. Coloração H&DAB. 
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6 DISCUSSÃO 

 

Fármacos agonistas do PPARγ, como os da classe das TZD, inibem a inflamação e a 

disfunção endotelial (Ku et al, 2017). Recentemente, evidências crescentes apontam para sua 

implicação na regulação da resposta imunitária, particularmente no controle da inflamação. 

Assim, eles podem atuar como potenciais alvos terapêuticos no tratamento de processos 

inflamatórios (Sokołowska; Kowalski; Pawliczak, 2005). Em nosso estudo, foi observada 

redução no número de células marcadas para IL-6 a partir do dia 3 do experimento, de células 

marcadas para TNF-α a partir do dia 7 em ratos tratados com pioglitazona e de células marcadas 

para NFkB a partir do dia 3 do experimento em ratos tratados com pioglitazona, o que reforça 

o potencial anti-inflamatório do fármaco. Além disso, as células marcadas com α-Actina de 

Músculo Liso não apresentaram diferença estatística. Da mesma forma, as células marcadas 

com PPARγ e PPARδ/β apresentaram diferença estatística apenas no grupo tratado com 

pioglitazona 45 mg/kg durante 14 dias. 

Indiretamente, por sua ação no tecido adiposo, os agonistas dos PPARs diminuem a 

lipólise e aumentam a diferenciação de adipócitos, reduzindo, assim, a liberação de substâncias 

que inibem a ação da insulina, como os ácidos graxos livres, o fator de necrose tumoral (TNF-

α), IL-6 e resistina (Gross et al., 2003). Com o bloqueio do acúmulo de ácidos graxos e glicose, 

há também redução da via inflamatória orquestrada pelo NFκB em monócitos, o que reduz a 

produção de citocinas pró-inflamatórias. Dessa forma, a ativação do PPARα e PPARγ é 

antagônica à atividade do NFkB, reduzindo a produção de citocinas por monócitos, podendo 

esse ser um alvo em processos inflamatórios (Antunes et a.l, 2018). 

Ligantes do receptor-γ ativado por proliferador de peroxissoma (PPARγ), como o 15d-

PGJ2 e a troglitazona, induziram a expressão de SOCS3 e inibiram a ativação de JAK2/STAT3. 

Esse regime de tratamento também inibiu a indução de IL-6 e a expressão de α-actina do 

músculo liso (α-SMA). Assim, a expressão de SOCS3 está associada à redução da expressão 

de IL-6 e α-SMA, bem como à redução da formação de edema (YU; KIM; KIM, 2008). 

O tratamento com fármacos agonistas de PPAR, como 15-d-PGJ2, ciglitazona e 

troglitazona, provoca ligação aos PPARs, principalmente os citoplasmáticos em linfócitos T 

ativados, em contraste com sua localização nuclear. Esses receptores atuam na diferenciação e 

atividade dos linfócitos T por meio da indução da apoptose dessas células. Além disso, a 

expressão de PPAR nessas células e a apoptose podem ser reguladas pelo fármaco utilizado e 

pela dose aplicada, de modo que, quanto maior a dose, maior a indução da apoptose e, 
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consequentemente, menor a expressão de PPAR (Harris; Phipps, 2001). 
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7 CONCLUSÕES 

 

Em resumo, a pioglitazona não interferiu significativamente na cicatrização de úlceras 

orais em ratos, mas reduziu a inflamação aguda, modulou a via NFkB e atenuou a expressão de 

importantes citocinas pró-inflamatórias 
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