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RESUMO 

 

 

Entre as possíveis tecnologias recentemente pesquisadas que podem ser aplicadas 

no tratamento de feridas, citam-se os nanomateriais. Além disso, pesquisas utilizando 

compostos vegetais, devido apresentarem um conteúdo polifenóis, são promissoras. Desta 

forma, este estudo avaliou o efeito cicatrizante do uso tópico de frações de polifenóis da 

casca do fruto araticum e nanocompósito de óxido de zinco e prata (ZnO7Ag). A 

formulação foi incorporada ao veículo (lanolina e vaselina) e utilizadas no tratamento 

diário em feridas induzidas em camundongos Balb/C. Foram avaliados cinco grupos, sendo 

o controle sem tratamento (CO s/trat.), animais foram feridos e não tratados, o controle 

veículo (CO/vei.), animais foram feridos e tratados com o veículo, o tratado com frações de 

polifenóis da casca do araticum (ART), o tratado com o nanocompósito (ZnO7Ag) e o 

tratado com polifenóis associados ao nanocompósito (ART + ZnO7Ag). O fechamento das 

feridas foi aferido com paquímetro digital e avaliado nos tempos 3, 7, 14 e 21 dias de 

tratamento. A angiogênese foi avaliada pela contagem de vasos sanguíneos em 

fotomicrografias coradas com tricrômico de Gomori, nos tempos 3, 7, 14, 21 dias. Após 7 

dias de tratamento, ZnO7Ag demonstrou melhores resultados para o fechamento de feridas, 

além disso, a contração da ferida continuou aumentada após 14 e 21 dias, sendo este o 

melhor tratamento eficaz na contração da ferida. Após 7 dias de tratamento, ART + 

ZnO7Ag apresentaram maior atividade angiogênica e sendo novamente aumentada após 14 

dias, demonstrando ser o tratamento mais eficaz no aumento de vasos sanguíneos na lesão. 

Conclui-se que o tratamento com ZnO7Ag conduziu uma otimização do reparo de feridas, 

demonstrando melhora no tempo requerido para o fechamento. E frações enriquecidas de 

polifenóis de Annona crassiflora Mart. associadas com o nanocompósito (ART+ZnO7Ag) 

influenciaram no aumento da angiogênese, o que contribui para disponibilidade de 

nutrientes e oxigênio. 

 
Palavras-chave: Feridas. Colágeno. Araticum. Nanopartículas 



 

ABSTRACT 

 
 

Among the possible recently researched technologies that can be applied in wound care are 

nanomaterials. Moreover, research using plant compounds, due to their polyphenol content, 

is promising. Thus, this study evaluated the healing effect of topical use of polyphenol 

fractions of the araticum and zinc oxide (ZnO7Ag) nanocomposite. The formulation was 

incorporated into the vehicle (lanolin and vaseline) and used for daily treatment in induced 

wounds in Balb / C mice. Five groups were evaluated: untreated control (CO s/trat.), Injured 

animals and not treated, vehicle control (CO / vei.), Injured animals and treated with the 

vehicle only, treated with fractions of araticum bark polyphenols (ART), treated with 

nanocomposite (ZnO7Ag) and treated with nanocomposite polyphenols (ART + ZnO7Ag). 

The closure of the wounds was measured with a digital caliper and evaluated at times 0, 3, 7, 

14 days of treatment. Angiogenesis was evaluated by blood vessel count in Gomori-stained 

photomicrographs at times 3, 7, 14, 21 days. After 7 days of treatment, ZnO7Ag demonstrated 

the best results for wound closure, and wound contraction continued to increase after 14 and 

21 days, which is the best effective wound contraction treatment. After 7 days of treatment, 

ART + ZnO7Ag showed higher angiogenic activity and was increased again after 14 days, 

proving to be the most effective treatment in increasing blood vessels in the lesion. It was 

concluded that treatment with ZnO7Ag led to the optimization of wound repair, 

demonstrating an improvement in the time required for closure. And polyphenol enriched 

fractions of Annona crassiflora Mart. associated with nanocomposite (ART + ZnO7Ag) 

influenced the increase of angiogenesis, which contributes to nutrient and oxygen availability. 

 
Keywords: Wounds. Collagen. Araticum. Nanoparticles. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 
Diante da importância em minimizar impactos na saúde, novas abordagens 

terapêuticas para otimizar o reparo de feridas cutâneas são sempre bem-vindas. Uma das 

inovações para este tipo de tratamento está na utilização de nanomateriais (GUNALAN; 

SIVARAJ; RAJENDRAN; 2012). Entre os nanomateriais, as nanopartículas (NPs) possuem 

propriedades multifuncionais podendo ser aplicadas em diversos campos, como na medicina e 

nutrição (CHANDRAN et al., 2006). No processo de reparo tecidual, nanopartículas de óxido 

de zinco (NPsZnO) dopadas com nanopartículas de prata (NPsAg), demonstraram atividade 

cicatrizante (KANTIPUDI et al., 2018). 

O tratamento de feridas despende de enormes gastos com cuidados de saúde, valores 

que atingem o custo total estimado em mais de US $ 3 bilhões por ano (MATHIEU et al., 

2006; MENKE et al., 2007). Diversas pesquisas utilizando compostos vegetais são realizadas 

por apresentar baixo custo, beneficamente existem poucos relatos de hipersensibilidade e 

efeitos colaterais. Além disso, no Brasil, encontra-se uma vasta biodiversidade da flora, assim 

os produtos naturais são acessíveis à população (LEACH, 2004; RAINA et al., 2008). Posto 

isto, agentes fitoterapêuticos têm sido amplamente utilizados em tratamentos para melhorar o 

processo de reparo de feridas cutâneas (PAZYAR et al., 2014). 

Um estudo anterior realizado por nosso grupo de trabalho avaliou diferentes 

concentrações (2%, 4% e 6%) das frações de n-butanol e acetato de etila, presentes na casca 

de frutos de Annona crassiflora Mart. em que a concentração contendo 4% destas partições 

demonstrou maior eficiência na cicatrização. Este tratamento, foi capaz de acelerar o processo 

de fechamento da ferida em 4 e 7 dias de tratamento. No quarto dia de tratamento, a 

concentração de 4%, promoveu a redução de células associadas ao processo inflamatório. No 

sétimo dia, houve também aumento na síntese de colágeno total depositado sobre a matriz, 

assim como o aumento de colágenos dos tipos I e III no grupo tratado com 4% destas frações 

(MOURA et al, 2018). Sendo assim, diante da concentração previamente estabelecida, de 4% 

das frações, sendo 2% de n-butanol e 2% de acetato de etila, se faz necessário prosseguir em 

busca de novas formulações, a partir da adição de um nanocompósito de nanopartículas de 

óxido de zinco dopado com prata (ZnO7Ag), que poderão conduzir a um reparo de feridas 

ainda mais promissor. 
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2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

2.1 Histologia da pele 

 
 

A pele é constituída por duas camadas de tecido, sendo histologicamente dividida em 

epiderme e derme (figura 1) (LUCAS, 2004). A epiderme é a camada mais externa (REHDER 

et al., 2004; SOUTO et al., 2006), sendo avascular, e por isso é mantida pelos nutrientes 

provenientes dos capilares da derme (HARRIS, 2009; PEYREFITTE, 1998). Na derme 

encontram-se inseridos vasos sanguíneos, linfáticos, fibras proteicas, glândulas, folículos 

pilosos, músculos eretores do pêlo, nervos e órgãos sensoriais associados (BANKS, 1991). A 

principal linhagem celular na derme são os fibroblastos, que podem se diferenciar em 

fibrócitos ou miofibroblastos. Estes últimos são tipos celulares que atuam principalmente no 

processo de contração da ferida (FOSSUM, 2005). A derme, camada subsequente à epiderme, 

é dividida estruturalmente em duas camadas: a camada papilar e a camada reticular.  A 

camada papilar é rica em tecido conjuntivo frouxo e fibroblastos, constituída por colágeno 

tipo III e vasos sanguíneos de menor espessura e calibre. Enquanto a camada reticular 

caracteriza-se por predomínio de feixes dérmicos constituídos por colágeno tipo I e 

permeados por colágeno tipo III e vasos sanguíneos calibrosos (FREEDBERG et al., 2005; 

SOUSA; VARGAS, 2004). 

 
 

Figura 1 - Fotomicrografia de pele saudável de camundongos Balb/c corada em Tricômico de 

Gomori. 

Fonte: Autor (2019) 

2.2 Reparo de feridas 

 
 

A maior interação entre o corpo e o ambiente externo é por meio da pele, dessa 

maneira ela está exposta a possíveis lesões (MACLEOD; HAVRAN, 2011). As feridas 

cutâneas estão entre os principais problemas clínicos mundiais, entre suas consequências 
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estão à morbicidade devido à cronicidade destas injúrias, com períodos prolongados de 

reparação e regeneração do tecido lesado, sangramento, risco de infecções, septicemias, 

queloides e cicatriz hipertrófica (ROY, 2009). O processo de cicatrização de feridas ocorre  

em quatro etapas em sobreposição, são elas: hemostasia, inflamatória, proliferativa, e 

remodelamento/maturação (figura 2) (GUO; DIPIETRO, 2010; ROY, 2009; SHAH et al. 

2012). 

 

 

Figura 2 – Representação das etapas do processo de cicatrização, sendo hemostase, inflamação, 

proliferação e maturação 

Fonte: Adaptado de Inova News Room (2017). 

 
Assim que acontece um dano tecidual inicia-se a hemostasia, que é um processo que 

envolve a vasoconstrição e a adesão, agregação e ativação plaquetária (SHAH et al., 2012; 

WU; CHEN, 2014). Sendo esta fase dependente da cascata de coagulação. Após a lesão, as 

alterações nas células endoteliais, a ruptura de vasos sanguíneos e o extravasamento de seus 

constituintes estimulam compostos vasoativos a promoverem uma vasoconstrição imediata, 

visando diminuir a perda sanguínea para o espaço extravascular (KUMAR et al. 2015). 

A etapa inflamatória apresenta sinais cardinais da inflamação sendo eles vermelhidão, 

calor, edema, e dor ao redor do local ferido (BUSTI et al. 2005). Nesta etapa acontece o 

aumento na permeabilidade das paredes vasculares, levando ao extravasamento de plasma 

para a área da lesão, além de ocorrer uma vasodilatação aumentando o fluxo sanguíneo para o 

local da ferida (SINNO; PRAKASH, 2013; ROBSON, 2003; KOH; DIPIETRO, 2011). Os 

neutrófilos e monócitos / macrófagos são células importantes nesta fase, atuando na assepsia 

da  ferida  e  também  como  mediadores  de  citocinas  e  fatores  de  crescimento  que  são 

https://www.inovanewsroom.org/ilh/2017/05/wound-healing-center-at-inova-loudoun-treats-complex-wound-and-ostomy-cases/
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necessários para as próximas etapas (GUO; DIPIETRO, 2010; GURTNER et al., 2008; 

LUCAS et al., 2010; WU; CHEN, 2014). 

A etapa proliferativa é composta pela síntese de matriz extracelular (MEC), re- 

epitelialização e angiogênese. Células importantes desta etapa são os fibroblastos (GUO; 

DIPIETRO; 2010) que após migrarem para o local lesionado, sintetizam a matriz extracelular, 

dando origem ao chamado ―tecido de granulação‖ (NOWAK; OLEJEK, 2004). O tecido de 

granulação é formado por colágeno, elastina, proteoglicanos e glicosaminoglicanos 

principalmente por fibroblastos (KO´ZMA et al., 1998; TOMASEK et al., 2002). A re- 

epitelização reestrutura as funções da epiderme que foram perdidas em decorrência da lesão 

(KIERZENBAUM, 2004). Sendo a angiogênese o processo de migração e proliferação celular 

endotelial de vasos sanguíneos preexistentes formando novos vasos (BECK; A DAMORE, 

1997). Esta nova rede capilar proporciona a síntese do tecido de granulação favorecendo 

suprimento local de oxigênio, nutrientes e possibilitando a chegada de novas células 

(LAUREANO; RODRIGUES, 2011). A angiogênese é estimulada por fatores locais, como a 

baixa tensão de oxigênio, baixo pH, ou concentração elevada de ácido láctico (GURTNER al., 

2008; TONNESEN; FENG; CLARK, 2000). Mediadores solúveis, tais como fatores de 

crescimento fibroblásticos beta (FGF-β), fator de transformação do crescimento beta (TGF-β), 

fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), fator de crescimento do endotelio vascular (VEGF), 

angiogenina, angiotropina, secretados por células epiteliais, fibroblastos, células endoteliais e 

macrófagos demonstram uma forte atividade pró-angiogênica (BUSTI et al., 2005). Estas 

citocinas ativam as células endoteliais, induzem a expressão do ativador de plasminogênio, 

resultando na clivagem do plasminogênio sérico e da pró-colagenase em, respectivamente, 

plasmina, com ação fibrinolítica, e colagenase (MMP-1), que degrada colágeno. O que 

ocasiona a degradação local da membrana basal circundante e inicia a proliferação do 

endotélio em uma estrutura tubular. Essa migração ocorre através da interação entre as 

integrinas supra-reguladas e os componentes da matriz extracelular, principalmente a 

fibronectina e a laminina (ISAAC et al., 2010). A etapa da angiogênese tem o objetivo de 

restabelecer a circulação sanguínea no local lesionado para impedir o desenvolvimento de 

necrose isquêmica estimulando também, o processo de reparação tecidual (SINNO; 

PRAKASH, 2013). 

A principal característica da etapa de remodelamento/maturação é a deposição de 

colágeno na ferida (WITTE, BARBUL, 1997). Estudos evidenciam que a síntese de colágeno 

pelos fibroblastos é consequência ao estímulo do TGF-ß, em decorrência da diferenciação dos 

miofibroblastos. Os miofibroblastos são a principal fonte de colágeno tipo I (MASSENO, 
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2010). No início da ferida, ao contrário da pele saudável, existe a maior proporção de 

colágeno tipo III em relação ao tipo I. Posto isto, acontece o alinhamento e a ligação dos 

miofibroblastos às fibras de colágeno de maiores espessuras, sendo esse mecanismo 

responsável pela contração da ferida (ISAAC et al., 2010). Consequentemente, quanto maior 

o número de fibras de grande diâmetro, maior será a contração dessa ferida. O remodelamento 

pode durar semanas ou meses, até que o infiltrado inflamatório reduza ou termine. O tecido de 

granulação matura com a redução dos capilares, que são agregados em maiores vasos 

sanguíneos, reduz o conteúdo de glicosaminoglicanos e proteoglicanos e o conteúdo de água 

associada a estes elementos. O colágeno reorganizado, do tipo III que é inicialmente 

depositado na matriz é agora substituído gradativamente pelo colágeno do tipo I, o que leva  

ao aumento da resistência e tração do tecido (DIEGELMANN; EVANS, 2004; HOFFMAN et 

al., 2006).). Então ao término dos fenômenos inflamatórios, a partir do tecido de granulação 

da etapa proliferativa, os fibroblastos são ativados a se diferenciar em miofibroblastos. Sendo 

assim a contração da ferida pode iniciar na etapa proliferativa (MASSENO, 2010; PRISTO, 

2012). Desse modo medidas do fechamento de feridas são utilizadas como parâmetros para 

avaliar a velocidade da cicatrização (SEGUNDO, 2017). 

 

 

2.3 Nanopartículas 

 
 

Nanopartículas são partículas que possuem um tamanho entre 1 e 100 nanômetros, 

sendo classificadas de acordo com o seu diâmetro (MURTHY, 2007). Uma vez que a razão 

entre a área de superfície e volume das partículas aumenta à medida que o diâmetro diminui, 

as nanopartículas podem ser mais biorreativas do que os materiais que não se encontram na 

escala nanométrica, o que as tornam promissoras para diversas aplicações biotecnológicas 

(SMIJS; PAVEL, 2011). Nanocompósitos, por sua vez, são materiais híbridos constituídos 

pela associação de 2 ou mais compostos, sendo um deles obrigatoriamente de dimensões 

nanométricas (OLIVEIRA, 2005; PASSOS, 2011; ASSIS, 2012). A inclusão de compostos  

de escala nanométrica em protocolos para tratamento de feridas tem crescido. Algumas NPs 

são usadas devido às suas propriedades terapêuticas, enquanto que outras são utilizadas como 

carreadores de drogas e substâncias (OYARZUN-AMPUERO et al., 2015). Entre os efeitos 

benéficos sobre a cicatrização, destacam-se a sua atividade antibiótica, a possibilidade de 

liberação controlada de drogas e a regulação de citocinas pró-inflamatórias como Interleucina 

1 beta (IL 1β) e TNFα (OYARZUN-AMPUERO et al., 2015). 
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As NPsZnO são amplamente utilizadas na indústria farmacêutica (OYARZUN- 

AMPUERO et al., 2015; SMIJS; PAVEL, 2011), além disso apresentam atividade 

antibacteriana, cicatrizante (ATMACA; GUL ;CICEK,1998; PADMAVATHY; 

VIJAYARAGHAVAN, 2008), efeito no processo de re-epitelização, efeito anti-inflamatório e 

potencial em reduzir o crescimento bacteriano em úlceras (AGREN; 1990), com efeito, 

também sobre feridas crônicas, dermatite e bolhas na pele (ATMACA; GUL; CICEK, 1998; 

PADMAVATHY; VIJAYARAGHAVAN, 2008; RAJASHRI et al., 2011). Devido à presença 

de NPsZnO em curativos com hidrogel de quitosana, foi possível aumentar a velocidade na 

re-epitelização e na deposição de colágeno (SUDHEESH KUMAR et al., 2012). 

A prata desde a idade antiga é usada como agente antimicrobiano, assim a partir do 

século XVII começou a ser utilizada no tratamento de feridas. O interesse do uso da prata 

como cicatrizante ressurgiu nas últimas décadas (FONG, WOOD, 2006). Sendo as 

nanopartículas de prata conhecidas há mais de 120 anos. Em 1928, anterior à penicilina, as 

NPsAg eram aplicadas no tratamento de doenças e infecções. O uso da prata em escala 

nanométrica propiciou o aumento da eficácia no controle de vírus e bactérias. Isto devido a 

grande área superficial das nanopartículas, proporcionando maior contato com os 

microrganismos (VARNER, 2010). A eficácia dos curativos contendo NPsAg tem sido 

amplamente testada in vitro e possui um número limitado de testes in vivo, com tudo as 

pesquisas apoiam a segurança do uso de curativos baseados na nanopartícula (CHALOUPKA 

et al., 2010; RIGO et al., 2013; WILKINSON et al., 2011). Ainda assim, nanocompósitos de 

NPsZnO dopados com NPsAg otimizaram a atividade cicatrizante ao comparar com NPsAg 

pura (KANTIPUDI et al., 2018). 

 
2.4 Annona crassiflora Mart. 

 

A espécie arbórea Annona crassiflora Mart., é popularmente conhecida como 

araticum, marolo, pinha-do-cerrado, coração-de-boi e bruto. É um fruto do Cerrado brasileiro 

da família Annonaceae (AVIDOS, 2000; SOARES, 2009). No qual apresenta alto teor de 

polifenóis com a capacidade antioxidante, atividade importante para o controle do reparo 

tecidual. As cascas de frutos que são usualmente descartadas possuem uma riqueza de 

polifenóis que excedem os valores encontrados para outras partes, como nas polpas e 

sementes de frutos (BENITES et al., 2015; GUO et al., 2003; ROESLER et al., 2007a). Entre 

as funções farmacológicas descritas para estes compostos, sabe-se que a catequina apresenta 

efeito na cicatrização (FITZMAURICE; SIVAMANI; ISSEROFF, 2011) enquanto a rutina é 
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amplamente difundida por sua atividade anti-inflamatória (GUARDIA et al., 2001). Frações 

n-butanol e acetato de etila obtidas a partir da casca do fruto do araticum apresentaram uma 

quantidade elevada de compostos fenólicos (JUSTINO, 2016). Desse modo, a casca de A. 

crassiflora demonstrou potencial anti-inflamatório e pró-fibrogênico no tratamento de feridas 

cutâneas no grupo tratado com a concentração 4% de n-butanol e acetato de etila, sendo 2% 

de cada fração. Este tratamento acelerou o fechamento da ferida e promoveu a redução de 

células associadas ao processo inflamatório (MOURA et al, 2018). Sendo assim, esse estudo 

busca de novas formulações contendo estes polifenóis e um nanocompósito de nanopartículas 

de óxido de zinco dopado com prata (ZnO7Ag), que poderão conduzir a um fechamento de 

feridas e angiogênese promissores. 

 

 

 
3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

 
 

Avaliar os efeitos de frações enriquecidas de polifenóis da casca do fruto de A. 

crassiflora Mart. e de um nanocompósito de nanopartículas de óxido de zinco dopada com 

prata (ZnO7Ag) sobre fechamento de feridas cutâneas e angiogênese em camundongos da 

linhagem BALB/C. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 
-Avaliar o processo de fechamento da ferida após 3,7,14 e 21 dias de tratamento com 

frações enriquecidas em polifenóis, n-butanol e acetado de etila, de Annona crassiflora Mart. 

e ZnO7Ag; 

-Analisar o papel dos tratamentos na quantificação de vasos sanguíneos (angiogênese). 

 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Nanocompósito 

 

 
O nanocompósito (ZnO7Ag) foi sintetizado e caracterizado no Laboratório de Novos 

Materiais Isolantes e Semicondutores do Instituto de Física- UFU Instituto de Física, 

Universidade Federal de Uberlândia, Uberlândia, Brasil. 
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4.2 Coleta do material 

 
 

As cascas do fruto Annona crassiflora Mart. foram coletadas nos recursos naturais do 

Bioma Cerrado na região norte do estado de Minas Gerais, por um comerciante de polpas de 

frutos nativos do Cerrado, localizado no município de Presidente Olegário, Minas Gerais. A 

autorização para a obtenção deste material foi cedida pelo Conselho Nacional de 

Desenvolvimento Científico e Tecnológico (CNPq), nos termos Deliberação 246/2009, do 

Conselho de Gestão do Patrimônio Genético, nº 010743/2015-4. Os frutos foram identificados 

por André Vito Scatigna do Instituto de Biologia da Universidade Federal de Uberlândia – 

MG. Após a identificação, uma amostra da espécie foi depositada no Herbarium 

Uberlandense sob número de registro (HUFU68467). 

 

4.3 Obtenção do extrato etanólico 

 
 

As cascas dos frutos de Annona crassiflora Mart. foram conduzidas ao Laboratório de 

Bioquímica e Biologia Molecular da Universidade Federal de Uberlândia, local no qual foram 

armazenas congeladas e realizada a produção do extrato. Para a obtenção do extrato etanólico 

da casca do fruto do araticum, 1,0 Kg de cascas do fruto foram secas em estuda a 50º C por 24 

horas. Posteriormente, foram homogeneizadas na proporção de 1,0 kg de cascas e 5,0 L de 

etanol 98%. As cascas e o solvente foram triturados em um liquidificador industrial e 

mantidos, por maceração durante 6 dias. Após esse período, a solução foi filtrada e o solvente 

removido em um evaporador rotativo (Bunchi Rotavapor R- 210, Switzerland) sob pressão 

reduzida a 40º C. O extrato retirado do evaporador rotativo posteriormente foi liofilizado para 

a remoção total dos resíduos de água. O resíduo sólido obtido após a filtragem novamente foi 

submetido à extração com álcool 98% até a exaustão da extração. Em seguida, o extrato 

etanólico ficou armazenado a -20º C. 

 

 
 

4.4 Partição líquido-líquido do extrato etanólico 

 
 

A partir da produção do extrato etanólico, foram obtidas as partições através de um 

procedimento de fases líquido-líquido. Cerca de 20 g do extrato etanólico da casca do 
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araticum foi solubilizado em 200,0 mL de solução metanol: água (9:1). Um funil de separação 

foi utilizado para a separação líquido-líquido a partir de solventes de polaridade crescente: 

acetato de etila e n-butanol. Este processo foi realizado quatro vezes. Após a obtenção das 

frações líquidas, os solventes foram removidos por rotaevaporação sob pressão reduzida a 40º 

C; as frações foram congeladas e em seguida, armazenadas a -20º C. 

 

 
4.5 Animais 

 

 
Após a aprovação do Comitê de Ética Animal sob o número CEUA/UFU-44/2017 

(anexo), 160 camundongos, machos, de 9 semanas, da linhagem Balb/C foram obtidos para a 

realização do experimento. Foram mantidos na Rede de Biotérios – UFU (REBIR-UFU) a 

uma temperatura constante (25° C) sob um ciclo de 12 horas claro/escuro com livre acesso a 

ração e água. 

 
4.6 Obtenção da pomada, indução da ferida e tratamento. 

 
 

A partir do extrato etanólico da casca do araticum foram obtidas frações de acetato de 

etila e n-butanol, denominadas de frações enriquecidas de polifenóis. A concentração 

previamente estabelecida foi de 2% de cada fração, totalizando 4% das frações enriquecidas 

de polifenóis. No qual foram pulverizadas em pistilo até a obtenção de um pó. A quantidade 

de veículo, ou seja, pasta base de lanovaselina foi preparada com 30% de vaselina e 70% de 

lanolina. As frações e o nanocompósito de ZnO7Ag, previamente pulverizadas, foram 

incorporadas a pasta base com o auxílio de propileno. A concentração no nanocompósito foi 

de 1%. Os animais que foram feridos e tratados receberam por uso tópico, diariamente, 

100mg da pomada. 

 

Os animais foram anestesiados por via intraperitoneal de cetamina (90 mg / kg) e 

xilazina (10 mg / kg) e posteriormente foi tricotomizada a região dorsal dos animais. Em 

seguida, a assepsia no local a ser induzidas as feridas foi realizada com álcool 70%. O total de 

4 incisões circulares foi feitas com o auxílio de um punch de 5 mm de diâmetro, retirando a 

pele até o aprofundamento da fáscia muscular (aproximadamente 0,2 mm). Em conseguinte, 

os animais ficaram separados randomicamente em 5 diferentes grupos conforme a tabela 1. 
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Tabela 1 - Separação de grupos com as formas e os períodos de tratamento. 
 

GRUPOS TRATAMENTO SUBGRUPOS 
(períodos de tratamento) 

Grupo controle 

(CO S/ trat.) n:32 

Animais feridos e não tratados N:8: animais avaliados por 3 dias; 

N:8 animais avaliados por 7 dias; 

N:8 animais avaliados por 14 dias; 

N:8 animais avaliados por 21 dias. 

Grupo controle com 

veículo 

(CO vei) n:32 

Animais feridos e tratados com 

veículo (lanolina/vaselina) 
N:8: animais tratados por 3 dias; 

N:8 animais tratados por 7 dias; 

N:8 animais tratados por 14 dias; 

N:8 animais tratados por 21 dias. 

Grupo tratado com 

Araticum (ART) 

n: 32 

Animais feridos e tratados com 

frações de polifenóis da casca 

do araticum e veículo 

N:8: animais tratados por 3 dias; 

N:8 animais tratados por 7 dias; 

N:8 animais tratados por 14 dias; 

N:8 animais tratados por 21 dias. 

Grupo tratado 

com 

nanocompósito 

(ZnO7Ag) 

n:32 

Animais feridos e tratados com 

nanocompósito e veículo 
N:8: animais tratados por 3 dias; 

N:8 animais tratados por 7 dias; 

N:8 animais tratados por 14 dias; 

N:8 animais tratados por 21 dias. 

Grupo tratado com 

Araticum associado 

ao nanocompósito 

(ART + ZnO7Ag) 

n:32 

Animais feridos e tratados com 

frações de polifenóis da casca 

do araticum associado ao 

nanocompósito e veículo 

N:8: animais tratados por 3 dias; 

N:8 animais tratados por 7 dias; 

N:8 animais tratados por 14 dias; 

N:8 animais tratados por 21 dias. 

 

 

4.7 Avaliação da contração da ferida 

 
 

O fechamento das feridas foi avaliado a partir da medida nos tempos 0, 3, 7, 14 e 21 

dias com um paquímetro digital (figura 5 D). Após a obtenção da área da ferida, a 

porcentagem de fechamento da ferida foi obtida a partir da seguinte equação: 

 

 

Fechamento = (Tamanho inicial da ferida - tamanho da ferida dia específico) x 100 

tamanho da ferida inicial 
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4.8 Avaliação histológica 

 
 

Após os tratamentos, os animais foram eutanásiados por aprofundamento anestésico 

com 100mg/kg de Tiopental por via intraperitoneal. Subsequente, amostras de feridas 

submetidas ao tratamento foram retiradas com auxílio de um punch de 5 mm. Estas amostras 

foram imediatamente fixadas em Metacarn (metanol, ácido acético e clorofórmio) por no 

mínimo 3 horas em resfriamento. Após este período as amostras passaram pelos 

procedimentos de inclusão de rotina do Departamento de Histologia da UFU. Posteriormente 

foram obtidos cortes longitudinais com 5µm de espessura, em micrótomo rotativo 

(MICROM/HM-315). Para visualização de vasos no tecido os cortes foram corados com 

Tricômico de Gomori e quinze campos foram fotografados com a objetiva de 40X e 

quantificados posteriormente no programa Image J. 

4.9 Análise estatística 

 
 

A estatística foi realizada através da média e desvio padrão, seguido pelo teste 

estatístico ANOVA pós-teste BONFERRONI, considerando p<0,05. A avaliação estatística e 

os gráficos foram realizados no programa GraphPadPrism 6. 
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4. RESULTADOS 

4.1 Fechamento de feridas 

 
 

Todas as avaliações de contração da ferida foram comparadas com o grupo CO s/ trat. 

do respectivo tempo dos grupos tratados. O grupo ART. + ZnO7Ag apresentou uma 

porcentagem menor de fechamento após 3 dias e melhor fechamento após 14 dias de 

tratamento. Embora o grupo ZnO7Ag não tenha apresentado maior porcentagem de 

fechamento da ferida após 3 dias de tratamento, este foi melhor nos períodos posteriores, ao 

avaliar o fechamento após 7, 14 e 21 dias de tratamento. O grupo ART demonstrou melhora 

no fechamento de feridas em dois períodos, após 7 e 21 dias de tratamento. O grupo CO vei 

apresentou melhora no fechamento da ferida somente após 21 dias (figura 6 e 7). 

 
 

 
Figura 6 - Fechamento de feridas (%) após os tempos 3, 7, 14 e 21 dias de tratamento. * indicam 

diferença estatística em relação ao grupo CO s/ trat. considerando p≤ 0,05. 

Fonte: O autor (2019). 
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Figura 7 - Imagens do fechamento das feridas em cada grupo: CO s/trat., CO vei., ART, 

ZnO7Ag e ART + ZnO7Ag no dia da indução da ferida e após 0, 3, 7, 14 e 21 dias de 

tratamento. 

Fonte: O autor (2019). 

 
4.2 Angiogênese 

 
 

A angiogênese foi avaliada pela quantificação de vasos sanguíneos na área da ferida 

em lâminas coradas com Tricômico de Gomori (figura 9). Após 3 dias de tratamento, os 

grupos CO vei. e ZnO7Ag apresentaram maior número de vasos na área da ferida. E após 7 e 

14 dias de tratamento, a quantidade de vasos sanguíneos foi aumentada no grupo ART. + 

ZnO7Ag (figura 8). 
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Figura 8 – A Gráfico representando a média de vasos sanguíneos por área em lâminas coradas com 

Tricômico de Gomori. * indicam diferença estatística em relação ao grupo CO s/ trat. considerando p≤ 

0,05. B Fotomicrografias representando a quantificação de vaso sanguíneos em lâminas coradas com 

Tricômico de Gomori. As setas em alaranjado apontam para os vasos sanguíneos 

Fonte: O autor (2019). 
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5. DISCUSSÃO 

 

 
Após uma lesão cutânea o restabelecimento da integridade do tecido é reestabelecida 

pelo processo de cicatrização (GUO; DIPIETRO, 2010) que é a integração das fases de 

hemostasia, inflamação, proliferação e remodelamento/maturação (BROUGHTON; JANIS; 

ATTINGER, 2006). No presente estudo, foram utilizados modelos de incisão cutânea in vivo 

para avaliar a o fechamento de feridas e atividade angiogênica sob o efeito da pasta base 

veículo de lanolina e vaselina comercial, de polifenóis das cascas de frutos de Annona 

crassiflora Mart., do nanocompósito de ZnO7Ag e da associação entre os polifenóis e o 

nanocompósito. 

Após a etapa proliferativa, no qual ocorre à formação do tecido de granulação, inicia- 

se a contração das paredes marginais da lesão. Esta ação é realizada pela ativação de 

fibroblastos, os quais se diferenciam em miofibroblastos (PRISTO, 2012). Estas células se 

alinham ao redor de depósitos da nova matriz extracelular, constituindo junções entre células 

e gerando força de tensão (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005). Assim,  o grupo tratado  

com nanocompósito de ZnO7Ag demonstrou o melhor fechamento de feridas comparado aos 

demais grupos de tratamento e ao controle sem tratar. Isto pode ser explicado devido ação 

antimicrobiana de NPsAg e de NPsZnO e do potencial anti-inflamatório, existindo a 

prevenção de infecções na lesão e redução da inflamação contribuindo para a re-epitelização 

(KANTIPUDI et al., 2018). Além disso, NPsZnO possui a propriedade de estimular a síntese 

de colágeno, o que contribui para o fechamento da ferida. (KANTIPUDI et al., 2018). O 

nanocompósito de NPsZnO modula a ativação de citocinas pró-inflamatórias, Interleucina 1 

beta (IL 1β) e TNFα. O nanocompósito de NPsAg também desempenha papel na modulação 

de citocinas diminuindo a inflamação (KANTIPUDI et al., 2018). O que corrobora para o 

estudo de nanocompósitos de NPsZnO e NPsAg que demonstraram melhor desempenho na 

atividade cicatrizante de feridas quando comparado ao controle, separadas como NPs e a 

outras NPs estudadas (KANTIPUDI et al., 2018). 

Ao passo que o tecido de granulação apresenta uma intensa atividade de 

vascularização no tecido (GARROS et al., 2006). Esta nova rede capilar proporciona a síntese 

do tecido de granulação, para o suprimento local de oxigénio, nutrientes e recrutamento de 

células (LAUREANO; RODRIGUES, 2011). Sendo o processo de angiogênese a migração e 

proliferação      de      células      do      endotélio      de      vasos       sanguíneos    

preexistentes formando novos vasos (BECK; A DAMORE, 1997; CORAZZA, 2005). Desse 
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modo, a formação de novos vasos é importante em múltiplas funções fisiológicas, dentre elas 

atuando no reparo tecidual (NEEMAN et al., 1997). O grupo que demonstrou maior 

angiogênese foi o tratado com o extrato de araticum associado ao nanocompósito (ART+ 

ZnO7Ag). Fato que pode ser justificado pela ação antagônica dos dois tratamentos, uma vez 

que NPsZnO presente no nanocompósito apresenta atuação na angiogênese via radicais livres, 

enquanto o araticum apresenta ação antioxidante, que tende a eliminar estes radicais. NPsZnO 

ao aumentar a produção de radicais livres, em especial peróxido de hidrogênio (H2O2), induz 

a síntese de fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e fator de crescimento endotelial 

vascular (VEGF) que resultam no aumento sobre a formação de vasos sanguíneos 

(AUGUSTINE et al., 2014). No entanto, como os radicais livres podem promover, em 

excesso, danos teciduais, concentrações elevadas desta nanopartícula pode afetar 

negativamente a angiogênese e resultar em efeitos contraditórios a sua ação (AUGUSTINE et 

al.,2014), desta forma, ao associá-la com os antioxidantes presentes no araticum, a atividade 

pró-angiogênica foi observada de forma adequada. Assim como em nosso estudo anterior, as 

frações obtidas a partir do araticum não apresentaram ação pró-angiogênica na concentração 

de 4% aqui avaliada (MOURA et al, 2018). A atividade antioxidante presente nos polifenóis 

na casca de A. crassiflora está relacionada com o processo cicatricial, modulado por citocinas, 

como o TNF-α, a estimulação da produção de novos vasos sanguíneos, a influência de células 

inflamatórias e o aumento da produção de radicais livres. Na indústria farmacêutica o extrato 

da casca do araticum pode ser incorporado em pomadas, medicamentos cicatrizantes 

(PRADO, 2018). 

É frequente o uso da lanolina em medicamentos para o tratamento de feridas, o qual 

em ratos machos da linhagem Wistar apontaram a diminuição no tamanho das feridas 

cutâneas após 14 dias de tratamento, declinando progressivamente até o fechamento completo 

da lesão (MARTINS; PEREIRA, 2005). Além disso, também sendo eficiente no tratamento 

de lesões mamilares em puérperas (COCA; DE VILHENA ABRÃO, 2008). Nesse estudo 

avaliamos o efeito da pasta base lanovaselina a fim de analisar seu potencial. Desse modo, foi 

observado, maior contração da ferida, após 21 dias de tratamento, no grupo tratado com o 

controle veículo (CO vei.) em relação ao controle sem tratamento (CO s/trat.). A vaselina é 

indicada para o tratamento de lesões cutâneas, possuindo atividade cicatrizante, promovendo 

um ambiente úmido que otimiza o reparo tecidual minimizando a desidratação, necrose e dor, 

e acelerando a re-epitelização (RAHAL et al., 2003; CANO MANHEZI et al., 2008; 

FERNANDES, 2011; VALENTE, 2014). Essa junção da vaselina com a lanolina em pomadas 

dermatológicas tem o objetivo de combinar a capacidade absorvente da lanolina com a de 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Per%C3%B3xido_de_hidrog%C3%AAnio
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evitar a desidratação da pele da vaselina (ÁVILA, 2009). Entretanto o controle veículo não 

manteve o aumento de vasos em tempos subsequentes do tratamento deste estudo. Ainda 

assim, a pomada de lanovaselina comercial aplicada como veículo para estudos de novas 

formulações no tratamento de feridas é comumente utilizada na literatura (DE OLIVEIRA, 

2000; ROCHA; DOS REIS, 2010; RIZZI, 2016; CORRÊA, 2017). 

 

6. CONCLUSÃO 

Em conformidade com a metodologia empregada e com os resultados obtidos, é lícito 

concluir que o grupo de animais tratados com o nanocompósito de ZnO7Ag conduziu na 

otimização do reparo de feridas, devido melhora no tempo requerido para o fechamento de 

feridas. E frações enriquecidas de polifenóis de Annona crassiflora Mart. associadas com 

nanocompósito de óxido de zinco dopado com prata (ART+ZnO7Ag) influenciaram no 

aumento da angiogênese de feridas cutâneas, devido sua atividade pro-angiogênica, o que 

pode contribuir para uma maior disponibilidade de nutrientes e oxigênio, essenciais para 

atividade das células envolvidas na cicatrização. A pomada de lanovaselina utilizada como 

veículo auxilia positivamente no reparo tecidual. 
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