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Resumo 

 

A luta contra o envelhecimento é um grande desafio no século XXI, especialmente 

na sua ação sobre a pele. A mudança nas propriedades biomecânicas das células cutâneas, 

particularmente dos fibroblastos dérmicos, está relacionada à perda de tecido cutâneo, 

causando rugas e outros sinais visíveis. Durante o envelhecimento, a derme sofre uma 

redução na produção de colagénio e elastina, levando a uma diminuição na produção da 

matriz extracelular e na eficiência dos fibroblastos. 

A pele envelhecida possui menos miofibroblastos ativos, reduzindo a sua 

capacidade de remodelação da matriz extracelular. Isso resulta numa cicatrização menos 

eficiente, podendo até levar ao aparecimento de patologias da pele mais graves. Portanto, 

uma melhor compreensão dos mecanismos envolvidos nestes processos é necessária para 

desenvolver produtos eficazes que reduzam os sinais visíveis do envelhecimento. 

O zinco desempenha um papel crucial na cicatrização, uma vez que, os seus iões 

são essenciais para a homeostasia da pele e têm efeitos benéficos na cicatrização de 

tecidos danificados, devido ao seu papel em vários processos metabólicos e na regulação 

de enzimas envolvidas na reparação do ADN e na matriz extracelular.  

O presente trabalho consistirá em duas partes distintas: na primeira, uma pesquisa 

bibliográfica para resumir o estado da arte sobre o zinco, as suas propriedades e aplicações 

como um potencial agente de antienvelhecimento, bem como a sua importância no 

processo de cicatrização. A segunda parte será focada em ensaios laboratoriais in vitro, 

utilizando uma linha celular de fibroblastos BJ-5ta para investigar o papel do zinco nesse 

processo. 

A discussão final abordará as minhas conclusões da pesquisa bibliográfica e dos 

resultados laboratoriais, incluindo as técnicas usadas, plano experimental, ensaios e 

análise dos dados, sempre alinhados com os objetivos estabelecidos. 

 

Palavras-chave: pele, envelhecimento, células BJ-5ta, cicatrização, zinco, técnicas 

laboratoriais.  
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Abstract 

 

The battle against ageing is a major challenge in the 21st century, especially in its 

relation to the skin. The change in the biomechanical properties of skin cells, particularly 

dermal fibroblasts, is related to the loss of skin tissue, causes wrinkles and other visible 

signs of aging. During aging, there is a reduction in extracellular matrix production 

reflected in less collagen and elastin in the dermis, due to the diminished function of 

fibroblasts. 

Furthermore, aging skin has fewer activated myofibroblasts, which means there is 

a reduced ability to remodel the extracellular matrix. This results in less efficient healing 

and may even lead to the development of more serious skin pathologies. Therefore, a 

better understanding of the mechanisms involved in skin-related processes is necessary 

to develop effective derma cosmeceuticals that ensure skin health and reduce visible signs 

of aging. 

Zinc plays a crucial role in wound healing, since its ions are essential for 

maintaining skin homeostasis and have beneficial effects on the healing of damaged 

tissues, due to their role in various metabolic processes and in the regulation of enzymes 

involved in DNA repair and the extracellular matrix.  

This thesis project consists of two distinct parts: first, a literature review to 

summarize the state of the art about zinc, its properties, its applications for skin 

pathologies and its potential as an anti-aging agent.  

The second part of the thesis focusses on in vitro laboratory trials, and assesses 

the effect of zinc on, BJ-5ta, a fibroblast cell line derived from skin. The final discussion 

presents my conclusions about the use of zinc as an anti-aging agent based on the 

literature review and the laboratory results obtained, including the techniques used, 

experimental plan, tests, and data analysis. 

 

Keywords: skin, aging, BJ-5ta cells, wound healing, zinc, laboratory techniques. 
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1. INTRODUÇÃO  
 

1.1. Foco do estudo 
 

No século XXI, o combate ao envelhecimento da pele surgiu como um desafio 

preponderante, visto que a nível mundial o índice de envelhecimento da população com 

idade ≥ 65 anos em 2020 era de 9,3%, podendo aumentar para 18% em 2060 e 23% em 

2100. [1] 

O envelhecimento da pele é um processo complexo influenciado por vários fatores 

físicos, biológicos e bioquímicos que têm um impacto negativo na estrutura e função da 

pele.[2] Estas alterações englobam o desgaste da epiderme, a redução da renovação celular, 

o enfraquecimento dérmico e a perda de tecido adiposo subcutâneo e de massa muscular, 

conduzindo coletivamente à flacidez da pele e às rugas. Além disso, as alterações da pele 

relacionadas com o envelhecimento podem resultar numa cicatrização pouco eficiente, e, 

consequentemente, promover a manifestação de patologias cutâneas correlacionadas. 

Esta questão sublinha a necessidade do desenvolvimento de estratégias de 

antienvelhecimento eficazes, que podem envolver intervenções que visem mecanismos 

celulares e extracelulares para restaurar parcialmente a integridade funcional da pele 

envelhecida. [2,3] 

A pele, embora seja extremamente resistente, sofre alterações inevitáveis 

associadas à idade, que se tornam cada vez mais relevantes com o aumento da esperança 

média de vida.[4] Estas alterações intrínsecas, associadas a fatores externos como a 

exposição ao sol, comprometem a funcionalidade da pele, e podem mesmo levar a uma 

morbilidade significativa nos indivíduos idosos.[5] 

Além disso, o impacto dos problemas relacionados com a cicatrização impõe 

custos financeiros substanciais, que são amplificados pelo envelhecimento da população 

e pela prevalência de doenças concomitantes. Assim, à medida que a população idosa 

aumenta, as intervenções dermatológicas médicas e cosméticas, bem como a necessidade 

de investigação nesta área, serão fundamentais para prevenir os problemas da pele, e desta 

forma melhorar a sua qualidade de vida de um modo geral. [6,7] 



Página | 2  
 
 

Esta preocupação é de extrema importância para os laboratórios de cosmética 

devido ao vasto mercado que representa, como tal os avanços nas inovações e tecnologias 

na área da saúde promoveram uma interligação entre o domínio dos medicamentos e dos 

cosméticos. Esta integração tem como objetivo criar produtos multifacetados, eficazes e 

seguros, reforçando ao mesmo tempo a necessidade de criação de métodos que 

proporcionem uma perceção mais clara dos efeitos pretendidos por parte destes produtos. 

[2] 

Perante o exposto, a presente tese incorpora também uma componente prática que 

permite complementar o enquadramento teórico. A investigação laboratorial envolveu o 

desenvolvimento de vários tipos de ensaios que testaram o efeito do zinco nos fibroblastos 

da pele, em específico nas células BJ-5ta, assim, para além de contribuir para a ampliação 

do conhecimento científico, a realização dos ensaios laboratoriais proporcionou uma 

oportunidade única de aprofundar a minha compreensão dos conceitos teóricos ao aplicá-

los em um contexto prático.  

Inicialmente, elaborou-se um ensaio de citotoxicidade, de modo a testar a 

concentração de zinco que seria mais adequada para utilizar nas células em causa, 

seguidamente, com base nos resultados deste ensaio foi possível avançar para a próxima 

fase da experiência.  

Na segunda etapa da componente prática, realizaram-se ensaios de proliferação e 

migração, que foram fundamentais para melhor analisar o comportamento das células BJ-

5ta na presença das diferentes concentrações de zinco, e comparar os seus efeitos com 

aqueles observados no grupo de controlo. Assim, foi possível obter conclusões sobre o 

impacto deste microelemento nas células, nomeadamente, na taxa de aumento do número 

de fibroblastos, e a sua influência na migração celular. 

Ao integrar tanto os conhecimentos teóricos como os resultados experimentais, 

esta pesquisa fornece uma compreensão abrangente da relação entre o envelhecimento, a 

saúde da pele e as potenciais aplicações terapêuticas do zinco. 
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1.2. Estrutura e funções da pele 

 

A pele faz parte do sistema tegumentar e é o maior órgão do nosso corpo [8], sendo 

uma estrutura extremamente versátil que compreende três camadas representadas e 

descritas na figura 1, nomeadamente, a epiderme, a derme e a hipoderme (ou camada 

subcutânea), que têm várias funções primárias, incluindo proteção, regulação térmica, 

secreção, excreção, sensação e absorção.[8,9,13] A pele tem cerca de 1,8 m² de extensão, 

sendo a principal barreira protetora contra diversos agentes patogénicos, e contribuindo 

para manter a homeostase do nosso organismo, por isso esta pode ser utilizada como 

modelo para refletir o bem-estar geral. [9,10] 

A epiderme é a camada mais externa da pele, e funciona como uma barreira física, 

impedindo a perda de água do organismo, e protegendo-o da entrada de substâncias 

exógenas. [9] Esta fina camada, com cerca de 0,1 mm de espessura, é composta por quatro 

ou cinco subcamadas de células epiteliais, dependendo da localização no corpo: o stratum 

basale, o spinosum, o granulosum, o lucidum e o corneum. [8,9]  

Os queratinócitos constituem a maioria das células epidérmicas, e desempenham um 

papel importante, proporcionando uma barreira impermeável ao ambiente externo e 

limitando a perda excessiva de água do organismo. [8] 

Além disso, os melanócitos e células de Langerhans também estão presentes. [11] Os 

melanócitos desempenham um papel importante na proteção contra a radiação 

ultravioleta (UV) através da produção de melanina. As células de Langerhans são as 

únicas células especializadas na apresentação de antigénios presentes na epiderme. É 

importante referir que a epiderme não possui a sua própria rede de vasos sanguíneos, 

sendo nutrida pelos vasos sanguíneos subjacentes. [8,9] 

A derme está inserida entre a epiderme e o tecido subcutâneo, e é fundamental para a 

integridade e função da pele. [8] Esta camada mais espessa, que pode ter até 3-4 mm de 

espessura, tem um conteúdo celular inferior ao da epiderme, e é constituída por duas 

camadas de tecido conjuntivo que formam uma rede interligada de fibras de elastina e 

colagénio produzidas pelos fibroblastos. Adicionalmente, a derme contém outras 

estruturas, tais como vasos sanguíneos e linfáticos, terminações nervosas, glândulas 

sudoríparas e folículos capilares. [8,9] 
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Os fibroblastos são as células principais da derme que sintetizam os componentes da 

matriz extracelular (MEC), estes por sua vez conferem à pele estrutura, força e 

flexibilidade. Para além disso, estas células são também necessárias para o 

desenvolvimento e manutenção dos folículos capilares. [9] A derme é densamente 

vascularizada, e as suas propriedades funcionais são críticas para a saúde e função da 

pele. [8] 

A camada mais profunda da pele é a hipoderme, também conhecida por camada 

subcutânea.[8] Esta camada está localizada abaixo da derme e é composta principalmente 

por tecido conjuntivo que, consoante o local, forma camadas móveis ou grandes bolsas 

de tecido adiposo, podendo funcionar como um modo de armazenamento de gordura, 

isolamento e amortecimento para o tegumento. [9,12]  

Os principais tipos de células na hipoderme são os fibroblastos, células adiposas e 

macrófagos. [9] A hipoderme tem um papel importante na homeostasia adiposa e é 

particularmente rica em recetores acoplados à proteína G, que regulam a lipólise, e a 

secreção da adiponectina e da leptina.[12] Além disso, esta camada serve para conectar a 

pele ao tecido fibroso subjacente dos ossos e músculos, desempenhando um papel 

importante na estrutura e função da pele. [9,12]  
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Figura 1. Esquema das camadas da pele. As indicações na imagem apontam para: (1) 

fio de cabelo; (2) stratum cornenum; (3) poro sudoríparo; (4) folículo piloso; (5) músculo 

eretor do pelo; (6) glândula sebácea; (7) nervo; (8) glândula sudorípara écrina; (9) plexos 

vasculares cutâneos; (10) depósito adiposo. As secções (A) e (B) destacam uma estrutura 

pormenorizada da epiderme e da derme, respetivamente. Adaptado de: Gaur et al. (2017) 

[14] 

 

1.2.1. Fibroblastos 

 

Os fibroblastos são células essenciais nos tecidos conjuntivos, visto que sintetizam e 

preservam a função da MEC, garantindo a integridade estrutural de vários tecidos do 

organismo.[15] Têm uma forma alongada e fusiforme, e sendo o principal componente do 

tecido conjuntivo para além de se encontrarem na pele, estão em praticamente todos os 

tecidos e órgãos do organismo, e apesar da sua omnipresença, são um tipo de célula 

heterogéneo, o que dificulta a total compreensão das suas funções. [16-18] 

Desde o desenvolvimento embrionário até ao envelhecimento, estas células trabalham 

principalmente para produzir, manter e remodelar os estromas do tecido conjuntivo, que 

interagem com os outros tecidos circundantes, incluindo o epitélio. [17] Além disso, os 

fibroblastos desempenham um papel importante na cicatrização, na remodelação de 

tecidos, e na inflamação, visto que interagem com as células do sistema imunitário, e 

regulam os neuropeptídeos nos locais das feridas. [15,17] 

De um modo geral estas células fornecem informações tanto sobre o processo de 

envelhecimento dos órgãos, como do próprio indivíduo, para além do seu envolvimento 

na manutenção e reparação dos tecidos. Apesar da sua diversidade, os fibroblastos são um 

componente celular importante e dinâmica da biologia dos tecidos. [17] 
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1.3. O processo de envelhecimento dermatológico 

 

 

O envelhecimento da pele é um processo complexo e multifatorial, sendo 

caracterizado por uma regeneração mais lenta e eventual erosão da sua estrutura e 

funcionalidade. [14,19] A pele, sendo o maior órgão do corpo, sofre uma série de alterações 

com a idade que estão sumarizadas na tabela 1, afetando as suas funções, aparência e a 

qualidade de vida do indivíduo no geral. [20] 

Medir o envelhecimento com precisão é desafiador devido à sua natureza 

multifacetada e à variabilidade individual, muitas vezes não relacionada com a idade 

cronológica, no entanto, compreender a fisiopatologia inerente ao envelhecimento da pele 

é crucial para que este processo ocorra de uma forma saudável. [21,23] Para responder às 

necessidades dermatológicas da população, é fundamental compreender as alterações 

estruturais e funcionais que ocorrem na pele ao longo do tempo, tanto intrínseca como 

extrinsecamente. [20,22] 

O envelhecimento da pele é um processo em que a degradação do seu estado se 

deve aos efeitos sinérgicos do envelhecimento cronológico, do fotoenvelhecimento, da 

deficiência hormonal e dos fatores ambientais.[22] O aspeto da pele envelhecida resulta de 

uma combinação de fatores genéticos (intrínsecos) e de influências externas (extrínsecas), 

nomeadamente a exposição solar e o tabagismo. Enquanto o envelhecimento intrínseco 

segue um curso previsível, o impacto dos fatores ambientais varia e não é inevitável para 

todos. Estes fatores contribuem para alterações nas células da pele e nos componentes da 

matriz extracelular, afetando a força, a elasticidade e a hidratação da pele. [23,24] 

As variáveis intrínsecas, incluindo as alterações estruturais e hormonais, resultam 

numa diminuição da síntese de colagénio e do suporte vascular. [22] Este processo de 

envelhecimento interno provoca o enfraquecimento da pele, a sua flacidez e a formação 

de rugas, principalmente nas camadas de células basais. [21] 

Os fatores extrínsecos, como a radiação UV (UVA e UVB) e os poluentes 

ambientais, aceleram o envelhecimento da pele, sendo por isso fundamental proteger a 

pele das influências ambientais, especialmente da radiação UV. [19,22] 
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Tabela 1.  Resumo das principais alterações morfológicas e funcionais durante o 

processo de envelhecimento da pele. Adaptado de Elsner et al. (2011) e Fenske & 

Lober (1986). [21,25] 

Sintomas Causas 

Diminuição da espessura da epiderme  

Aumento da vulnerabilidade e fragilidade da 

pele 

Atrofia do stratum spinosum 

Aumento da heterogeneidade do tamanho das 

células basais 

Reposição lenta de líquidos Função de barreira alterada 

Diminuição do número de melanócitos, e da 

sua heterogeneidade 

Canície, hipomelanose gutata idiopática, 

lentigines solares 

Diminuição do número de células de 

Langerhans 

Diminuição da função imunitária da pele 

Enfraquecimento da junção dermo-

epidérmica 

Diminuição da área de contacto superficial 

Diminuição da espessura da derme  

Redução da firmeza e da elasticidade Diminuição do número de fibroblastos 

Diminuição do número de mastócitos 

Redução e desintegração das fibras elásticas e 

do colagénio  

Sensibilização às forças de tensão, formação de 

linhas finas 

Redução da microvascularização cutânea Redução da reatividade vascular cutânea, 

desequilíbrio da termorregulação e fornecimento 

de nutrientes 

Diminuição da atividade mitótica, e 

prolongamento da duração do ciclo celular, 

bem como do tempo de migração 

Diminuição da descamação, atraso na 

cicatrização 

Atrofia da matriz extracelular (MEC) Redução da firmeza e da elasticidade 
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1.3.1. Envelhecimento intrínseco  

 

 O envelhecimento intrínseco da pele é um processo complexo impulsionado 

por fatores genéticos, metabólicos e hormonais, que levam a alterações estruturais e 

funcionais na pele. Os mecanismos fundamentais deste processo não são totalmente 

conhecidos, no entanto, as principais teorias propostas incluem a senescência celular, o 

encurtamento dos telómeros, o stress oxidativo, e as influências hormonais. [21-23] 

 

Senescência celular 

 A senescência celular é caracterizada pela diminuição da capacidade de 

replicação celular e pelo encurtamento dos telómeros, desempenhando um papel crucial 

no envelhecimento intrínseco da pele. Os telómeros protegem a estabilidade dos 

cromossomas, mas sofrem um encurtamento progressivo durante a divisão celular até 

atingirem um comprimento crítico, desencadeando a paragem do ciclo celular e a 

senescência. [26,27] Vários fatores de stress, incluindo a disfunção dos telómeros, a ativação 

de oncogenes, alterações na estrutura da cromatina, stress epigenético e stress oxidativo, 

podem também desencadear a senescência. A acumulação de células senescentes nos 

tecidos envelhecidos sublinha o seu papel no comprometimento de processos fisiológicos 

como a regeneração, contribuindo para o envelhecimento do organismo e para as doenças 

relacionadas com a idade. [26-28] 

 A senescência celular nos fibroblastos dérmicos influencia significativamente 

o envelhecimento da pele ao induzir um declínio na capacidade proliferativa e a paragem 

do ciclo celular, principalmente na fase G0/G1. Os genes reguladores associados à 

progressão do ciclo celular são regulados negativamente, enquanto os inibidores das 

proteínas quinases dependentes da ciclina são regulados positivamente, promovendo 

ainda mais a paragem do ciclo celular. [29,30] 
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Stress Oxidativo 

 O envelhecimento intrínseco da pele é afetado por diversos fatores, entre os 

quais se destaca o aumento na produção de espécies reativas de oxigénio (ROS). O stress 

oxidativo surge da acumulação dessas ROS, sendo as mitocôndrias as principais fontes 

endógenas desse fenómeno.[27] A acumulação de ROS leva a danos oxidativos nos 

componentes celulares, incluindo ADN, lípidos e proteínas, perturbando a homeostase 

celular e as vias de sinalização. Estes danos oxidativos contribuem para a degradação do 

colagénio dérmico e das fibras elásticas através da regulação positiva das 

metaloproteinases da matriz (MMPs), perpetuando um ciclo de danos e envelhecimento 

dos tecidos. [26,27,31] 

 

Fatores hormonais 

 As alterações hormonais, nomeadamente a diminuição dos níveis de 

estrogénio e testosterona, exacerbam o envelhecimento da pele, especialmente em 

mulheres na menopausa, resultando em secura, rugas, degradação do colagénio e perda 

de elasticidade. A terapia de substituição hormonal (TRH), especialmente com estrogénio, 

pode atenuar esses efeitos, possivelmente influenciando a produção de antioxidantes na 

pele. [27,32] 

 A transição para a menopausa resulta em modificações endocrinológicas que 

levam à diminuição dos folículos ovarianos e à redução na síntese de estradiol, causando 

alterações como sangramento irregular e atrofia urogenital. Essas mudanças hormonais 

contribuem para a diminuição da deposição de colagénio, resultando em rugas e 

fragilidade na pele, aumentando a suscetibilidade a danos e infeções. [27,32,33] 

 

1.3.2. Envelhecimento extrínseco 

 

 O envelhecimento extrínseco, muitas vezes designado por 

fotoenvelhecimento, resulta principalmente de fatores externos, nomeadamente da 

exposição contínua à radiação UV. [35] Embora os raios UV sejam responsáveis por 

aproximadamente 80% do envelhecimento facial, é importante salientar que este processo 
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não é exclusivamente desencadeado pela exposição solar, já que outros elementos 

ambientais, como o tabagismo, a poluição, a radiação infravermelha e os hábitos de vida, 

também desempenham um papel significativo na aceleração do envelhecimento da pele. 

[24,34,35] 

 

Radiação solar 

 A exposição excessiva à radiação UV, predominantemente da exposição solar, 

constitui um fator extrínseco significativo que contribui para o envelhecimento da pele. 

Ao contrário do envelhecimento intrínseco, que se caracteriza pelo afinamento da pele, a 

exposição à radiação UV resulta num espessamento da epiderme, sobretudo no estrato 

córneo, devido à falha na degradação dos corneócitos. [24,32]  

 A radiação UV também interfere na produção de colagénio, especialmente do 

tipo VII, essencial para a ancoragem das fibrilhas na junção dermo-epidérmica. A 

degradação do colagénio, principalmente do tipo I, facilitada por várias proteases, 

incluindo as MMPs, contribui adicionalmente para o aparecimento de rugas na pele 

fotoenvelhecida. Outro aspeto distintivo da pele fotoenvelhecida é a elastose solar, 

caracterizada pela acumulação de tecido elástico anormal nas camadas profundas da 

derme. [34-36] 

 Além disso, a exposição aos raios UV leva à disfunção endotelial, resultando 

numa diminuição da função microvascular, caracterizada por uma capacidade 

angiogénica reduzida, uma expressão anómala de moléculas de adesão e uma função 

vasodilatadora comprometida. Estas alterações multifacetadas sublinham a interação 

complexa de fatores extrínsecos no processo de envelhecimento da pele, fornecendo 

perspetivas valiosas para potenciais alvos terapêuticos. [24,34,35] 

 Do ponto de vista clínico, o fotoenvelhecimento manifesta-se através de rugas, 

flacidez e um aspeto semelhante a couro, principalmente devido a alterações estruturais 

no tecido conjuntivo dérmico. [36] 
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Tabagismo 

 O tabagismo está fortemente associado ao envelhecimento prematuro da pele, 

muitas vezes caracterizado por um distinto "rosto de fumador", marcado por um tom de 

pele acinzentado e linhas pronunciadas à volta dos olhos e da boca. [35]  

 Estudos in vitro elucidaram ainda mais os potenciais mecanismos que 

associam tabagismo ao envelhecimento da pele. Estes estudos demonstraram que o fumo 

do tabaco reduz a produção de procolagénio dos tipos I e III, enquanto induz a expressão 

de MMP-1 e MMP-3, perturbando assim a regulação da matriz extracelular nos 

fibroblastos da pele. [32,35]  

 Para além disso, o tabagismo diminui o fluxo sanguíneo capilar para a pele, 

levando à privação de oxigénio e nutrientes e consequentes danos nas fibras de colagénio 

e elastina. Os efeitos vasoconstritores da nicotina agravam ainda mais as rugas e a 

aspereza da pele, tornando-o um importante fator de risco para o envelhecimento 

prematuro e o cancro da pele. [32,35,36] 

 

Outros fatores 

 Os fatores extrínsecos, incluindo a poluição, a radiação infravermelha (IV) e 

as escolhas de estilo de vida, contribuem significativamente para o envelhecimento da 

pele. 

 A poluição, particularmente a poluição por partículas finas e o ozono, acelera 

o envelhecimento da pele ao induzir o stress oxidativo e ao esgotar os antioxidantes. A 

exposição prolongada à radiação infravermelha eleva a temperatura da pele, ativando 

enzimas que degradam o colagénio e as fibras elásticas, provocando rugas e elastose solar. 

[34,36]  

  Tanto a poluição do ar exterior como a do ar interior, especialmente a 

proveniente do trânsito e da combustão de combustíveis fósseis, exacerbam as 

manifestações de envelhecimento da pele, como as manchas pigmentadas e as rugas. [34]  

 Além disso, as condições ambientais, como a temperatura e a humidade, bem 

como os hábitos de vida, nomeadamente a alimentação e a posição de dormir, influenciam 
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a integridade e o envelhecimento da pele. [32] Reconhecer e tratar estes fatores extrínsecos 

é crucial para manter a saúde da pele e retardar o processo de envelhecimento.  

 

 

1.4. O processo de cicatrização 

 

A cicatrização é um processo complexo, provocado por uma resposta imunitária 

inata [7], que envolve quatro fases distintas: a hemóstase, que começa imediatamente após 

a lesão; a fase inflamatória, que se inicia pouco tempo depois; a fase proliferativa, que 

começa passado alguns dias e engloba os principais processos da cicatrização; e a fase de 

maturação, que marca a formação de tecido cicatricial, que pode prolongar-se até um ano 

ou mais. [7,37,38] Interações coordenadas entre sistemas imunológicos e biológicos 

conduzem este processo, com diferentes tipos de células que aparecerem no leito da ferida 

nas várias fases, assegurando uma sequência de eventos organizada e precisa, tal como 

pode ser observado na figura 2. [37,47] 

Essencialmente, a cicatrização é um processo fisiológico altamente harmonioso 

que tem como objetivo restaurar a integridade da pele após traumas, cortes ou lesões. 

[37,39] As citocinas desempenham papéis fundamentais em várias etapas, incluindo o 

estímulo da produção de componentes da membrana basal, a prevenção da desidratação, 

o reforço da inflamação e a aceleração da formação de tecido de granulação. Isso 

demonstra a complexidade do processo de cicatrização bem como os seus efeitos estéticos 

e funcionais. [9,39] 

  

1.4.1. Fase de coagulação, vascular ou hemóstase 

 

Na fase inicial da cicatrização, conhecida por hemóstase, decorre uma série de 

eventos altamente regulados, que se sucedem segundos a minutos após a lesão. [38] Esta 

fase é crítica para dois objetivos principais: parar a hemorragia excessiva e estabelecer as 

bases para os processos de cicatrização seguintes. [37] 
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Inicialmente há uma formação de coágulos e ativação de plaquetas, nesta fase os 

vasos sanguíneos contraem-se para reduzir a perda de sangue após uma lesão. As 

plaquetas, que são constituintes essenciais do sangue, ligam-se à camada subendotelial 

exposta e são ativadas. [38] Seguidamente, as plaquetas ativadas reúnem-se no local da 

lesão e formam um coágulo inicial, este coágulo é constituído por várias proteínas 

diferentes, incluindo fibrina, fibronectina, vitronectina e trombospondinas. [35,38] O 

coágulo sanguíneo não só previne a hemorragia, como também atua na forma de uma 

matriz provisória. Esta estrutura promove a migração de diversas células essenciais nas 

fases posteriores da cicatrização de feridas. [40] 

Posteriormente ocorre uma libertação dos fatores de crescimento, visto que as 

plaquetas contêm grânulos α cheios de fatores de crescimento, como o fator de 

crescimento derivado das plaquetas (PDGF), o fator de crescimento endotelial vascular 

(VEGF), o fator de crescimento transformador-β (TGF-β), o fator de crescimento 

epidérmico e os fatores de crescimento semelhantes à insulina.[7,37,39] Estes fatores de 

crescimento são essenciais para iniciar e atrair células cruciais envolvidas nas fases 

posteriores da cicatrização, tais como neutrófilos, macrófagos, células endoteliais e 

fibroblastos. [38]  

De seguida, substâncias químicas vasoativas, como as catecolaminas e a 

serotonina, atuam em recetores específicos no endotélio dos vasos sanguíneos. [38] Em 

alguns locais, este mecanismo induz vasoconstrição, enquanto noutros provoca 

vasodilatação. A vasodilatação permite que células vitais como os leucócitos, os glóbulos 

vermelhos e as proteínas plasmáticas entrem na zona da ferida. A vasoconstrição inicial é 

seguida pela vasodilatação, que é auxiliada por trombócitos que se infiltram na matriz 

provisória da ferida. [38,40] A vermelhidão local (hiperemia) e o edema da ferida resultam 

da transição da vasoconstrição para a vasodilatação. [40] 

A hemóstase está intrinsecamente relacionada com o início do processo 

inflamatório. As plaquetas e os leucócitos segregam citocinas e fatores de crescimento, 

que promovem a inflamação. [38,40] As interleucinas (IL-1α, IL-1β, IL-6 e TNF-α) estão 

entre as substâncias químicas envolvidas na fase inflamatória, na síntese de colagénio, na 

angiogénese, na transformação dos fibroblastos e na reepitelização. [39,40] 
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1.4.2. Fase inflamatória 

 

A fase inflamatória é uma etapa crucial caracterizada pela secreção sequencial de 

células imunitárias, cada uma desempenhando um papel específico no processo de 

cicatrização. Esta fase serve para eliminar os agentes patogénicos e o tecido danificado, 

enquanto promove a reparação da lesão. [7,41] 

Durante a fase inflamatória inicial, os neutrófilos são as primeiras células 

imunitárias a chegar ao local da ferida, normalmente dentro de 24 horas. [7,41] A sua 

principal função é a fagocitose, que envolve a ingestão e digestão de bactérias, partículas 

estranhas e detritos. Vários agentes quimiotáticos, incluindo TGF-β, componentes do 

complemento (C3a e C5a) e produtos bacterianos, atraem os neutrófilos para a ferida. 

[37,41] Os neutrófilos aderem às células endoteliais e migram para a ferida, onde libertam 

enzimas proteolíticas e espécies reativas de oxigénio para destruir os agentes patogénicos. 

É importante salientar que, quando todas as bactérias contaminadas são eliminadas, a 

atividade dos neutrófilos se altera gradualmente após a lesão, isto significa que o excesso 

de neutrófilos deve ser removido da ferida para que a cicatrização avance para a fase 

seguinte. [37,38] Isto é conseguido através de apoptose e extrusão, o que evita danos nos 

tecidos e inflamação excessiva. 

Na fase inflamatória tardia, que ocorre aproximadamente 48 a 72 horas após a 

lesão, os macrófagos tornam-se importantes, pois são formados a partir de monócitos do 

sangue e sofrem alterações fenotípicas ao chegarem à ferida, transformando-se em 

macrófagos teciduais. [37,38] Várias substâncias quimiotáticas, como os fatores de 

coagulação, os componentes do complemento e as citocinas, como o PDGF, o TGF-β e o 

leucotrieno B4, atraem os macrófagos para o local da ferida. [37,41] Os macrófagos têm um 

tempo de vida mais longo do que os neutrófilos e continuam a efetuar a fagocitose, estes 

têm um papel regulador importante, especialmente nas fases finais da resposta 

inflamatória. Os macrófagos não só eliminam os resíduos, as células mortas e os 

neutrófilos perdidos, como também segregam citocinas e fatores de crescimento 

importantes, que recrutam e ativam outras células envolvidas no processo de reparação, 

nomeadamente os fibroblastos e as células endoteliais. [7,38,41] Os macrófagos M1 e M2 

são os dois principais tipos de macrófagos. Os macrófagos M1 são pró-inflamatórios e 

dominam a fase inflamatória inicial, por sua vez os macrófagos M2 promovem a 
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regeneração dos tecidos estimulando os queratinócitos, a angiogénese e a síntese da 

matriz extracelular, dominando as fases posteriores da reparação. [7,39,40]  

Os linfócitos são as últimas células imunitárias a entrar na ferida, normalmente 

após mais de três dias. O seu papel específico na cicatrização de feridas ainda não está 

totalmente definido. [7,38] No entanto, pensa-se que os linfócitos podem influenciar o 

processo de cicatrização através de interações intercelulares com macrófagos, plaquetas, 

queratinócitos e fibroblastos, ou através da libertação de citocinas que desempenham um 

papel na remodelação dos tecidos. [7] 

A fase inflamatória também inclui alterações ao nível dos vasos sanguíneos, 

incluindo vasoconstrição e vasodilatação, que contribuem para a manutenção da 

integridade vascular e para a formação de uma matriz temporária para a migração celular, 

que promove a regeneração dos tecidos e a migração de células para o local da ferida, 

permitindo que a pele retome a sua função de barreira protetora. [38,40,41]  

 

1.4.3. Fase proliferativa ou de reparação 

 

A fase proliferativa é caracterizada por uma série de processos inter-relacionados 

que trabalham em conjunto para reconstruir o tecido lesionado. Este período começa logo 

após a lesão e dura cerca de duas semanas. [37,41] Um dos principais objetivos durante esta 

fase é a reepitelização, que envolve a proliferação e migração de queratinócitos. [7,41] As 

células estaminais epidérmicas e as que residem nos folículos pilosos contribuem para 

este processo, com o objetivo de restaurar a camada epitelial protetora sobre a ferida. [37,41]  

Os fibroblastos são outro elemento fundamental na cicatrização, pelo que também 

se tornam muito ativos durante esta fase, e proliferam em resposta a fatores de 

crescimento como o TGF-β e o PDGF, que são libertados pelas células inflamatórias e 

pelas plaquetas. Os fibroblastos não só se multiplicam como também sintetizam 

componentes cruciais para a MEC, incluindo colagénio, proteoglicanos e 

glicosaminoglicanos, que por sua vez fornecem suporte estrutural para a reparação dos 

tecidos e migração celular. [7,37,40] O colagénio é um componente essencial para a 

integridade dos tecidos, inicialmente, o colagénio de tipo III é o mais predominante no 
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tecido de granulação, mas a sua composição muda ao longo do tempo, e à medida que a 

cicatrização vai progredindo. [37,40] 

Durante esta fase também ocorre a angiogénese, ou seja, a formação de novos 

vasos sanguíneos, é um processo fundamental durante esta fase, sendo estimulada por 

vários fatores de crescimento, como o VEGF e o PDGF. [37,38] Os novos vasos capilares 

estendem-se para o coágulo da ferida, estabelecendo uma rede microvascular que fornece 

oxigénio e nutrientes às células lesionadas. [38] 

Os fibroblastos também se podem diferenciar em miofibroblastos, células com 

propriedades contrácteis, estes, por sua vez, contribuem para a contração da ferida, um 

evento crucial no processo de cicatrização que ajuda a unir os bordos da ferida, uma vez 

cumprido o seu papel, alguns fibroblastos sofrem apoptose e são eliminados. [7,40]  

Simultaneamente, a epitelização continua à medida que as células epiteliais 

migram a partir dos bordos da ferida, esta migração é facilitada por vias de sinalização 

específicas, fatores de crescimento como o EGF, o KGF, o IGF-1 e o NGF, e pela 

libertação de lípidos e ativação de cinases associadas à membrana. [39,40] 

A remodelação vascular ocorre para restabelecer a rede vascular da pele. Fatores 

de crescimento como o VEGF e o PDGF iniciam este processo. [39,41] As células 

endoteliais desempenham um papel vital ao proliferarem, migrarem e formarem novos 

vasos sanguíneos. As células perivasculares, como os pericitos, são recrutadas para 

estabilizar estes vasos. [41] 

O tecido de granulação, que é um tecido de transição, substitui a matriz provisória 

(constituída por fibrina e fibronectina), este é composto por uma população densa de 

fibroblastos, granulócitos, macrófagos e capilares sanguíneos. [37,38,41] Os fibroblastos do 

tecido de granulação são responsáveis pela produção de colagénio e de outros 

componentes da MEC, o que contribui para a migração celular e a cicatrização dos 

tecidos. [37,41]  

Além disso, o sistema imunitário ajuda a regular o processo de cicatrização. Os 

linfócitos B e T estão envolvidos, com várias citocinas e fatores de crescimento que 

influenciam os mecanismos celulares, como a migração, a proliferação e a diferenciação. 

[41] 
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1.4.4. Fase de remodelação ou maturação 

 

A fase de remodelação é a fase final do processo de cicatrização, sendo 

fundamental para restabelecer a funcionalidade dos tecidos. [42] Esta fase, que 

normalmente começa por volta do oitavo dia após a lesão, pode durar até um ano ou mais, 

visto que envolve uma série de processos complexos. [7,37] 

Durante esta fase final, a MEC sofre uma renovação constante. [7] O colagénio tipo 

III torna-se menos abundante e é progressivamente substituído pelo colagénio tipo I, que 

é mais resistente. [7,40,41] Esta transição leva à formação de agregados de colagénio 

maiores, com cross-links intermoleculares, o que resulta numa maior resistência à tração. 

No entanto, mesmo com estas alterações, a capacidade de resistência do tecido recuperado 

não ultrapassa normalmente 80% da resistência da pele saudável. [37,42] 

Para além das modificações no colagénio, existem outros eventos que 

caracterizam esta fase, nomeadamente as células inflamatórias que saem gradualmente 

do local da lesão, ao passo que os fibroblastos continuam a desempenhar o seu papel 

crucial na síntese de agregados de colagénio e na promoção de novos cross-links. [37,41] 

Estes fibroblastos ajudam a manter a produção de novo epitélio e a formação de tecido de 

cicatrização. [37] 

A maturação da matriz é um componente essencial durante esta fase, com o 

aumento do diâmetro dos agregados de colagénio e, simultaneamente, a degradação do 

ácido hialurónico e da fibronectina. [41] Consequentemente, a resistência à tração da ferida 

aumenta progressivamente, embora nunca atinja totalmente a resistência original do 

tecido. [41,43] 

As MMPs, produzidas por várias células na lesão, participam na degradação do 

colagénio. A atividade destas enzimas é cuidadosamente regulada, sendo que os 

inibidores tecidulares das metaloproteinases (TIMPs) aumentam ao longo do tempo para 

promover a acumulação de nova matriz. [25,43] 

O processo de encerramento completo da ferida, que se inicia durante a fase 

proliferativa, continua durante a remodelação. Os fibroblastos interagem com a matriz 

extracelular, levando a uma redução do tamanho do tecido conjuntivo subjacente. Este 
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fenómeno, por sua vez, aproxima as extremidades da ferida. [42] Vários fatores de 

crescimento, incluindo o PDGF, o TGF-β e o FGF, desempenham papéis essenciais na 

regulação deste processo. [37,42] 

À medida que a ferida cicatriza, a densidade de fibroblastos e macrófagos diminui 

devido à apoptose. Paralelamente, o crescimento de vasos capilares é interrompido, o 

fluxo sanguíneo para a área diminui, e a atividade metabólica no local da lesão é reduzida, 

acabando por parar. [40,41] 

O resultado da fase de remodelação é uma cicatriz totalmente madura, 

caracterizada por uma diminuição da densidade das células e dos vasos sanguíneos e por 

uma elevada resistência à tração.[37] 

 

1.4.5. A importância dos fibroblastos na cicatrização e as alterações com o 

envelhecimento 

 

Os fibroblastos são células altamente ativas e dinâmicas que desempenham uma 

variedade de papéis no desenvolvimento do organismo, na sua homeostasia e na resposta 

a lesões. [44,47] São essenciais na formação e manutenção da estrutura de diferentes órgãos, 

incluindo da pele. [47] 

Quando a pele sofre uma lesão, a primeira linha de defesa do organismo consiste 

em iniciar o processo de cicatrização, que requer a intervenção de vários tipos de células. 

[45] Nas etapas iniciais da cicatrização, os fibroblastos são fundamentais, já que são as 

principais células responsáveis por sintetizar e depositar a nova matriz extracelular, que 

é crucial para reconstituir a estrutura da pele, para além disso, são essenciais na formação 

do tecido de granulação. [45,46] 

Por sua vez, um subgrupo de fibroblastos, diferenciam-se em miofibroblastos, 

devido à exposição à tensão mecânica, e a citocinas como o TGF-β. Estes miofibroblastos 

são responsáveis pelo encerramento total da ferida após a lesão, uma vez que são capazes 

de exercer forças contrácteis significativas. [2,47] Assim, os fibroblastos, através da 

interação com outros tipos de células, são essenciais para conseguir o encerramento e o 

revestimento no local da lesão, servindo não só como sinalizadores, mas também como 

participantes ativos neste processo coordenado. [47,48] No entanto, as vias de sinalização 



Página | 19  
 
 

específicas e a coordenação temporal envolvidas nas interações entre macrófagos, células 

inflamatórias e fibroblastos não são ainda totalmente compreendidas. [47,48] 

Durante as fases mais tardias da cicatrização, especificamente na fase de 

remodelação, os fibroblastos continuam a desempenhar um papel fulcral. Estabelecem 

cross-links e transformam a MEC inicialmente depositada, substituindo o colagénio tipo 

III por colagénio tipo I e modificando estruturalmente o tecido de granulação. [47,48] Esta 

modificação estrutural leva ao fortalecimento e à rigidez da MEC ao longo do tempo, 

resultando na formação da cicatriz madura. [2,47]  

Os fibroblastos são fundamentais para a cicatrização e para a manutenção da 

estrutura da pele, contudo, as suas funções podem ser afetadas pelo envelhecimento, 

levando a alterações nas propriedades mecânicas e na saúde geral da pele. [2] Uma das 

alterações mais conhecidas na derme durante o envelhecimento é a diminuição das fibras 

de colagénio e elastina. Esta diminuição leva a uma perda global da produção de MEC e 
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a uma diminuição do número de fibroblastos dérmicos, bem como a um declínio da sua 

eficiência. [2,48]  

Na pele envelhecida, as funções celulares dos fibroblastos são prejudicadas, o que 

leva a uma diminuição da renovação da MEC e, consequentemente, a um 

comprometimento do fecho da ferida. Além 

disso, estes fibroblastos envelhecidos 

podem tornar-se senescentes, um estado 

caracterizado pela paragem irreversível do 

ciclo celular.[48] Os fibroblastos senescentes 

apresentam alterações na síntese e secreção 

de proteínas, lípidos, metabolitos e ácidos 

nucleicos específicos. Para além disso, 

verifica-se uma redução das capacidades 

biomecânicas dos fibroblastos, o que pode 

ter um impacto adicional na cicatrização e 

na reparação de tecidos. [2,48] 

 

Figura 2. Fisiopatologia do processo de 

cicatrização. (A) Durante as primeiras 

fases da cicatrização, as plaquetas param a 

hemorragia ao depositarem fibrina no local 

da ferida. (B) Nas fases seguintes, as 

células do sistema imunitário, tais como os 

neutrófilos e os macrófagos, eliminam o 

tecido morto, enquanto se formam novos vasos sanguíneos. Os fibroblastos preparam-se 

para a formação de uma cicatriz e os queratinócitos migram para cobrir a ferida. (C) 

Finalmente, durante a fase de remodelação, os queratinócitos selam a ferida e os 

fibroblastos depositam nova matriz extracelular, acabando por formar a cicatriz. Os vasos 

sanguíneos em excesso são removidos e inicia-se a regeneração do nervo. Adaptado de: 

desJardins-Park et al. (2018). [49]  
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1.5. Doenças concomitantes 

 

A pele fornece os primeiros sinais evidentes de envelhecimento, e representa um 

espelho da saúde humana, uma vez que pode ser utilizada como modelo para prever 

doenças sistémicas e os seus resultados. [50,51] As alterações e a deterioração da 

funcionalidade da pele começam muito cedo, logo a partir da idade adulta, e com o 

avançar da idade, a pele torna-se estruturalmente atrófica e, funcionalmente, a sua função 

de barreira e a sua capacidade de reparação diminuem, isto torna-a suscetível a infeções, 

secura e prurido. [51,52] Para além disso, outro grande fator que tem um efeito negativo na 

qualidade de vida, nas interações sociais e na autoestima do indivíduo, é a própria 

“aparência envelhecida” que surge com a idade. [52] 

Fatores intrínsecos, como os fatores genéticos, e fatores extrínsecos, como a 

radiação UV, a poluição e o tabagismo, contribuem para o envelhecimento da pele, para 

além disso fatores psicológicos, o stress e a falta de sono também aceleram o processo. 

[2,53] 

O envelhecimento aumenta a probabilidade de desenvolver uma variedade de 

doenças dermatológicas. Por sua vez, estas doenças crónicas da pele têm um efeito direto 

na capacidade funcional e psicossocial geral, no bem-estar e na saúde. [52,54]  

Os idosos correm um maior risco de desenvolver feridas crónicas, como úlceras 

venosas, de pressão ou do pé diabético, devido a deficiências de mobilidade e doenças 

relacionadas com a idade. As feridas crónicas provocam dor, diminuição da mobilidade, 

isolamento social e impactos emocionais negativos. [52,54,55] 

O "aspeto envelhecido" afeta negativamente a autoestima e as interações sociais. 

As perceções de uma aparência envelhecida são influenciadas por fatores culturais, sendo 

a juventude altamente valorizada. A aparência envelhecida pode contribuir para o 

"envelhecimento" nos cuidados de saúde. [52,55] 

A pele seca é uma das doenças mais prevalentes nos idosos em todo o mundo. As 

manifestações graves de pele seca levam à privação do sono, por outro lado, o prurido e 

o coçar constante provocam efeitos mais graves, incluindo fissuras, hemorragias e 

infeções, diminuindo substancialmente a qualidade de vida global. [55]  
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A população idosa enfrenta uma incidência crescente de doenças de pele 

associadas à idade sumarizadas na tabela 2, estas têm impacto na saúde e no bem-estar 

geral. Os efeitos cumulativos de fatores ambientais como a radiação UV e IV manifestam-

se em várias lesões cutâneas, desde pré-malignas a malignas, e alterações cutâneas 

benignas. [2,54] À medida que a população idosa aumenta, a melhoria da saúde da pele será 

cada vez mais valorizada, uma vez que promove diretamente um envelhecimento 

saudável e ativo. [55] 

Tabela 2. Patologias da pele associadas à idade. Adaptado de: Makrantonaki e 

Zouboulis (2008).[54] 

Lesões cutâneas comuns (por exemplo, pele seca, telangiectasias, púrpura senil, sardas, 

lentigos, hipomelanose gutata, mília coloidal, líquen escleroso e atrófico) 

Tumores benignos (por exemplo, ceratoses seborreicas, angiomas-cereja) 

Tumores pré-malignos (por exemplo, queratose actínica, doença de Bowen) 

Tumores malignos (por exemplo, carcinoma basocelular, carcinoma espinocelular, 

melanoma maligno, linfomas cutâneos, angiossarcoma, carcinoma de Merkel, sarcoma de 

Kaposi, carcinomas sebáceos e metástases cutâneas) 

Doenças infeciosas (por exemplo, dermatofitoses, celulite infeciosa, herpes zóster) 

Dermatoses bolhosas (por exemplo, penfigoide bolhoso) 

Líquen simples crónico 

Prurido 

Úlceras de pressão, úlceras dos membros inferiores 

Vulvodínia, glossodinia, balanite xerótica 
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1.6. Tratamentos para o envelhecimento da pele 

 

Atualmente a população deixou de encarar o envelhecimento como um declínio 

inevitável, e mudou o foco para a manutenção da saúde e a participação numa vida ativa, 

de forma a conseguir um envelhecimento mais saudável. [55] Um aspeto fulcral deste 

paradigma é o desejo de minimizar os sinais visíveis de envelhecimento. [55,56] Trata-se de 

combater ou prevenir doenças cutâneas, nomeadamente o cancro da pele, e retardar o 

envelhecimento cutâneo através de uma abordagem multifacetada que engloba terapias 

locais e sistémicas, dispositivos médicos e até mesmo procedimentos invasivos. [50,56] 

Estas estratégias e terapêuticas podem ser classificadas em três categorias principais: 

tratamentos tópicos, tratamentos sistémicos e procedimentos invasivos [2], que estão 

resumidos na tabela 3. Quando se seleciona a estratégia de antienvelhecimento mais 

adequada, é importante ter em conta fatores específicos como a idade, o tipo de pele e a 

saúde do indivíduo em geral. [32,56] 

Tabela 3. Estratégias dermatológicas de antienvelhecimento. Adaptado de: Chaudhary 

et al. (2019) e Ganceviciene et al. (2012). [22,57]  

Estratégia   

Prevenção dos fatores exógenos, correção 

dos hábitos e do estilo de vida 

Tabagismo 

Poluição 

Radiação UV 

Stress 

Nutrição, restrição alimentar e suplementação alimentar 

Atividade física 

Controlo da saúde em geral 

Cuidado cosmetológico Rotina diária de cuidados da pele 

Proteção solar correta 

Medicamentos de uso tópico ou 

substâncias tópicas 

Antioxidantes 

Reguladores celulares 
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Procedimentos invasivos Peelings químicos 

Dispositivos de luz visível 

     -Luz intensa pulsada (IPL) 

     -Foto-rejuvenescimento com laser ablativo e não ablativo 

     -Radiofrequência (RF) 

Bioestimulação e injeções de rejuvenescimento 

Prevenção de rugas dinâmicas 

Correção de rugas estáticas e anatómicas 

Restauração (redistribuição) da gordura e perda de volume, reforço e 

contorno da pele 

Tratamentos sistémicos Terapia de reposição hormonal 

Antioxidantes 

 

 

Uma barreira cutânea saudável e funcional é essencial para garantir a proteção 

contra a desidratação, os microrganismos, os alergénios, os irritantes, as espécies reativas 

de oxigénio e a radiação. [21,56] O regime diário de cuidados da pele contribui para a 

regeneração, elasticidade e suavidade da pele, influenciando temporariamente o seu 

estado. No entanto, o objetivo principal é evitar a degradação do colagénio e da elastina, 

evitando assim a formação de rugas. [21,53]  

Outro cuidado cosmetológico fundamental é a proteção contra a radiação 

ultravioleta. Os filtros UV, tanto inorgânicos como orgânicos, são utilizados para reduzir 

a exposição à radiação UV, habitualmente é utilizada uma combinação destes filtros nos 

protetores solares para proporcionar uma proteção abrangente. [56,58] Os filtros 

inorgânicos, como o óxido de zinco e o dióxido de titânio, protegem eficazmente contra 

a radiação UVB e UVA. Os filtros químicos, como o etilhexil metoxicinamato e o butil 

metoxidibenzoilmetano, são utilizados para absorver e transformar os fotões UV em calor. 

[21] A utilização de protetor solar e vestuário adequado são essenciais para contrariar os 

efeitos do fotoenvelhecimento. [56] 

Tratamentos tópicos (locais): Os tratamentos tópicos são aplicados diretamente na pele 

e podem ser classificados em dois tipos principais: antioxidantes e reguladores celulares. 

[2] 
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Antioxidantes: Estes incluem as vitaminas C, B3, E, e os polifenóis. Os antioxidantes 

podem melhorar a elasticidade e reduzir problemas como eritema e distúrbios de 

pigmentação. Também diminuem a produção de MMPs que degradam o colagénio. [3,53,56] 

Reguladores celulares: A vitamina A (retinol) e os seus derivados, como o retinaldeído e 

a tretinoína, estimulam a síntese de colagénio e de fibras elásticas, atuam tal como 

antioxidantes e reduzem a produção de MMPs. [56,57] 

A combinação de antioxidantes com protetores solares e retinoides aumenta a proteção 

da pele, particularmente no tratamento do fotoenvelhecimento, causado pela radiação UV 

e pelos fotodanos ao nível do ADN. [57] Os cremes anti-envelhecimento incorporam 

frequentemente antioxidantes e reguladores celulares. Os antioxidantes reduzem a 

degradação do colagénio, minimizando os radicais livres, enquanto os reguladores 

celulares estimulam a produção de colagénio. [56,58]  

Tratamentos invasivos: Os procedimentos invasivos combatem os sinais de 

envelhecimento, especialmente em áreas foto expostas como o rosto. Estes procedimentos 

tratam a flacidez da pele, a perda de volume e as alterações na qualidade da pele. [2] 

Facelifts: O lifting facial, muitas vezes combinado com a blefaroplastia, pode tratar a 

flacidez da pele levantando e removendo o excesso de volume. [2] 

Enxertos de gordura/Lipolifting: Para regiões com lipoatrofia, os enxertos de gordura 

podem restaurar o volume, particularmente nas dobras nasolabiais e na região malar. [2] 

Dermoabrasão e laserterapia: A dermoabrasão química e os tratamentos a laser podem 

melhorar a qualidade da pele através da ablação e da renovação da superfície da pele. Os 

lasers fracionados são normalmente utilizados para o rejuvenescimento da pele, 

promovendo a produção de colagénio e a contração dos tecidos. [2,56,58] Os dispositivos de 

HIFU (ultrassom focalizado de alta intensidade), e de radiofrequência (RF) estimulam a 

neocolagénese, reduzem a flacidez e as rídulas da pele. Os lasers fracionados não 

ablativos estão a tornar-se cada vez mais procurados devido à redução do tempo de 

recuperação e do risco de eventos adversos. [56,58] 

Medicamentos injetáveis: Os preenchimentos com ácido hialurónico, podem atenuar 

temporariamente as rugas e as rídulas, enquanto a toxina botulínica (Botox) reduz as rugas 

dinâmicas causadas por uma atividade muscular excessiva. [2,56] 
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Plasma rico em plaquetas (PRP): As injeções de PRP têm sido exploradas pelo seu 

potencial no rejuvenescimento da pele, mas é necessária mais investigação para 

comprovar os seus efeitos nos fibroblastos e na textura da pele. [2,56] 

Tratamentos sistémicos: Os tratamentos sistémicos procuram combater o 

envelhecimento de dentro para fora, e incluem: antioxidantes, e tratamentos hormonais.[2] 

Torna-se relevante referir que a associação de tratamentos tópicos com tratamentos 

sistémicos incide na saúde da pele tanto do ponto de vista interno como externo. Assim, 

a utilização sinérgica de nutrientes específicos, como as vitaminas A, E e C, juntamente 

com minerais essenciais como o zinco, o cobre e o selénio, reforça as defesas 

antioxidantes da pele. [59]  

Antioxidantes: Os antioxidantes administrados por via oral, como a vitamina C, E, a 

superóxido dismutase, a catalase, a glutationa peroxidase e a coenzima Q10 neutralizam 

as espécies reativas de oxigénio, reduzindo a degradação do colagénio. [2,57] 

No entanto, estes suplementos devem ser tomados com precaução, uma vez que a ingestão 

excessiva de β-caroteno, vitaminas A e E pode provocar efeitos adversos, especialmente 

em indivíduos com uma boa nutrição, como tal deve ser feita uma avaliação individual 

antes de iniciar este tipo de tratamento. [53]  

Tratamentos hormonais: A Terapia de Reposição Hormonal (TRH) tem vindo a ganhar 

relevância, particularmente em indivíduos na pós-menopausa. [56] O estradiol, quando 

aplicado topicamente, aumenta a espessura da pele, a proliferação de queratinócitos e 

melhora a hidratação e a textura da pele. O creme de progesterona aumenta a elasticidade 

da pele, reduz as rugas e aumenta a firmeza da pele. [56,57] A desidroepiandrosterona, é um 

androgénio eficaz na inversão da deterioração das funções da pele associada à idade, 

aumentando a expressão do colagénio e inibindo as MMPs induzidas pelos raios UV. [56,57] 

No entanto, é essencial notar que a TRH pode aumentar o risco de cancro da mama, logo 

este tipo de tratamento requer uma análise cuidadosa.[57] 

Tendo em conta as mudanças demográficas mundiais, a medicina preventiva e o 

acompanhamento da saúde da população estão a tornar-se cada vez mais importantes, 

tendo em vista não só prolongar, mas também melhorar a qualidade de vida. [21] As táticas 

antienvelhecimento estão a evoluir rapidamente, apostando cada vez mais em novos 

tratamentos para ajudar as pessoas a envelhecer de forma saudável. Um exemplo 
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interessante é o aparecimento da senoterapia, uma nova e promissora abordagem para 

combater o envelhecimento da pele, em particular, os fármacos senolíticos, que eliminam 

seletivamente as células senescentes, e os fármacos senomórficos, que inibem os efeitos 

nocivos das secreções das células senescentes (SASPs). [3,58] Estes desenvolvimentos 

podem oferecer novas opções terapêuticas, mas é necessária mais investigação para 

melhorar a sua especificidade, seletividade e eficácia. [58] 

 

1.6.1. Tratamentos e substâncias de uso tópico 

 

Dado o tema em estudo, surge uma especial importância em abordar de uma forma 

mais aprofundada os tratamentos e substâncias de uso tópico. Entre as estratégias 

apresentadas para combater o envelhecimento da pele, observa-se uma preferência 

crescente por alternativas mais económicas e menos invasivas, esta tendência deu origem 

à emergência dos "cosmecêuticos", uma categoria de produtos de cuidados da pele com 

substâncias biologicamente ativas. [61-63] O aparecimento dos cosmecêuticos alinha-se 

perfeitamente com os conhecimentos atuais sobre a anatomia e a fisiologia da pele, 

refletindo o pressuposto de que quase todas as substâncias aplicadas na pele podem 

penetrar e provocar alterações na sua estrutura. [64,65]  

Estes produtos são formulações de aplicação tópica, e funcionam na interface 

entre os cosméticos e os fármacos, visto que incorporam substâncias ativas elaboradas 

para influenciar as funções biológicas da pele. [61,62] De um modo geral, funcionam 

estimulando ativamente a produção colagénio, atenuando o impacto dos radicais livres e 

preservando a estrutura da queratina, sumariamente contribuem para uma pele mais 

saudável e resistente. [65] O cosmecêutico ideal deve apresentar resultados imediatos e 

duradouros, com poucos efeitos secundários, bons fatores de conformidade, como uma 

textura favorável, controlo da pigmentação e fácil aplicabilidade. [62]  

Embora não existam evidências definitivas que demonstrem a eliminação 

completa dos sinais associados ao envelhecimento da pele através de substâncias ou 

tratamentos tópicos, existem produtos que reduzem ou retardam visivelmente estas 

manifestações. [66] No panorama atual, as preparações cosmecêuticas apresentam uma 
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vasta gama de moléculas com eficácia cientificamente comprovada, que estão 

apresentadas na tabela 4. 

Tabela 4. Substâncias ativas comuns utilizadas em produtos cosmecêuticos. 

Adaptado de: Draelos, Z. D., Dover, J. S., & Alam, M. (2014). [61]  

Categoria Substâncias ativas 

Vitaminas - Vitamina A (ácido retinóico) 

- Vitamina B 

- Vitamina B3 (niacinamida) 

- Pró-vitamina B5 (pantenol)  

- Beta-caroteno 

- Vitamina C (ácido L-ascórbico) 

- Vitamina E (alfa-tocoferol) 

Vitaminas sintéticas - Adapaleno 

- Tazaroteno 

- Tretinoína 

Minerais  - Cobre 

- Selénio 

- Zinco 

Antioxidantes - Ácido alfa-lipóico (ALA)  

- Catalase 

- Dimetilaminoetanol (DMAE) 

Hidroxiácidos - Alfa-hidroxiácidos (ácidos glicólico,  

lático e málico) 

 

 

 

 

Lípidos - Glucosilceramida 

Glicosaminoglicanos - Ácido hialurónico 

Produtos botânicos - Alantoína 

- Aloé vera 

- Arnica 

-  Bisabolol 

- Camomila 

- Capsaicina 

- Salgueiro-branco 

- Soja 

 

- Retinaldeído 

- Retinol 

- Acetato de retinol 

- Ésteres de retinol 

- Palmitato de retinol 

- Propionato de retinol 

 

- Glutationa 

- Idebenona 

- Coenzima Q10 (ubiquinona) 

 

- Beta-hidroxiácidos (ácido 

salicílico)  

- Di-hidroxiacetona 

- Ácido 4-hidroxi-retinóico 

- Lanolina 

- 4–oxo–ácido retinóico 

- Polihidroxiácidos 

(gluconolactona, ácido 

lactobiónico) 

 

- Ginkgo biloba 

 

- Hamamélis 

- Lavanda 

- Papaia 
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- Ceramidas 

- Chás (branco, preto, verde) 

- Cinamato 

- Ginseng 

Hidratantes - Acilceramida 

- Ácido linoleico 

- Colesterol 

Agentes despigmentantes - Ácido azeláico 

- Ácido kójico 

- Hidroquinona 

Filtros solares - Antralinato 

- Ácido p-aminobenzóico 

- Padimato A 

- Padimato O 

 

 

1.7. A importância do zinco 

 

O zinco é um elemento químico que se encontra inserido na classe dos metais de 

transição, e como um dos microelementos mais abundantes no corpo humano, a sua 

importância é evidente em vários processos fisiológicos. [67,71,72] Sendo um ião catalisador 

estrutural e regulador, o zinco desempenha um papel essencial na atividade biológica de 

várias enzimas, proteínas e fatores de transcrição, por sua vez estas funções enzimáticas 

e de sinalização estendem-se a atividades como a proliferação celular e a estabilidade do 

genoma. [67,68,71] Assim, este microelemento influencia várias vias metabólicas e é 

responsável pelo bom funcionamento do organismo como um todo. [71,72] 

Aproximadamente 6% da concentração total de zinco no corpo humano encontra-

se na pele, tendo um papel central na manutenção e reparação dos tecidos cutâneos. 

[72,76,78] Este microelemento contribui para a estabilidade da pele, através do reforço da 

membrana celular e do suporte de várias metaloenzimas, como as metaloproteinases da 

matriz. [67,71] Por outro lado, níveis adequados de zinco são cruciais para a sobrevivência 

e proliferação dos queratinócitos e para manter uma pele saudável. Verificou-se também 

- Esqualeno 

- PCA de sódio 

- Petrolatum 

 

- Sylimarin (Cardo Mariano) 

- Óleo da árvore do chá 

- Uva-ursina 
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que o zinco é benéfico em várias doenças dermatológicas, desde infeções a dermatoses 

inflamatórias e distúrbios pigmentares. [70,72,75]  

O controlo da homeostase intracelular do zinco é um processo complexo que 

envolve proteínas especializadas, designadas por metalotioneínas (MT). Estas proteínas 

funcionam como agentes de armazenamento e transporte do zinco, e também 

desempenham um papel fundamental na epiderme e nos tecidos dérmicos. A sinalização 

intracelular do zinco é coordenada por duas famílias de proteínas: os transportadores de 

efluxo de zinco (ZnT) e os transportadores de influxo de zinco (ZIP). [68,71,76]   As proteínas 

ZnT exportam zinco dos compartimentos celulares, enquanto as proteínas ZIP importam 

zinco para o interior da célula. A regulação destes transportadores influencia a 

distribuição espácio-temporal do zinco. [68,76]  

O zinco também desempenha um papel fundamental no processo de cicatrização, 

garantindo que os tecidos danificados sejam restaurados de forma eficiente. A sua 

contribuição na cicatrização desenrola-se em várias fases, cada uma com funções 

específicas. [69,70]  

Em primeiro lugar, na fase de hemóstase, o zinco aumenta a atividade e a 

agregação das plaquetas, facilitando a formação de coágulos e fortalecendo o tampão da 

ferida. Passando à fase de inflamação, destaca-se a sua influência na resposta imunitária, 

visto que os marcadores inflamatórios, as citocinas e os níveis de stress oxidativo são 

todos modulados pelo zinco, e a sua insuficiência pode mesmo levar a um aumento da 

inflamação, prejudicando a capacidade do sistema imunitário de responder eficazmente 

às lesões. [69,72-74] O seu papel também se estende aos neutrófilos e fagócitos, visto que 

quando o zinco está em falta, a sua função pode ficar comprometida. [69,75]  

Por fim, este desempenha um papel importante na fase final da cicatrização, visto 

que influencia a deposição da matriz extracelular, aumenta a atividade dos fibroblastos e 

facilita a migração das células epiteliais. [69,72,73] Também é essencial ao nível das 

metaloproteinases da matriz dependentes de zinco, que são fundamentais na fase de 

remodelação, e o zinco garante o seu funcionamento eficaz. O seu papel como cofator 

essencial para a sinalização SMAD é crucial para a formação do tecido de granulação. [69]   

Dada a grande variedade de processos em que o zinco está envolvido, 

naturalmente desempenha um papel fulcral em vários aspetos do envelhecimento e das 
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doenças que surgem com a idade. [68,79] Um dos papéis significativos do zinco no 

envelhecimento é o seu impacto na imunosenescência, que se caracteriza por uma 

regulação anormal das respostas imunitárias. A deficiência de zinco pode contribuir para 

a imunosenescência, resultando num baixo estado inflamatório, o que aumenta a 

suscetibilidade a infeções, e reduz a eficácia das vacinas. [68,80] Durante o processo de 

envelhecimento, a homeostasia do zinco pode ser perturbada, isto leva à redução da sua 

disponibilidade intracelular, afetando a funcionalidade das células imunitárias e 

aumentando o risco de doenças relacionadas com a idade. [80] 

O papel diversificado do zinco e os seus efeitos benéficos para a saúde em geral, 

resultaram na sua utilização em formulações farmacêuticas para aplicação tópica e, 

posteriormente, em produtos cosméticos. [72] A resposta da pele às aplicações tópicas de 

zinco está bem documentada, bem com os seus atributos anti-inflamatórios, 

antimicrobianos, e antioxidantes, tornando-o, assim, numa excelente opção para inúmeras 

doenças dermatológicas. [70,72,74]  

A pele sendo um órgão facilmente acessível, serve como um modelo valioso para 

compreender o processo de envelhecimento nos seres humanos. [56] Os sinais 

característicos do envelhecimento da pele, como as rugas e a flacidez, resultam 

principalmente de alterações substanciais na estrutura dérmica, e de uma redução na 

síntese de colagénio por parte dos fibroblastos. [54,80]  

Na prática clínica, destaca-se a importância de compreender os desejos dos 

doentes, e a sua orientação para formas de tratamento que correspondam às suas 

expectativas, tendo em conta vários fatores como a idade, procedimentos anteriores, tipo 

de pele e estilo de vida, uma vez que estes desempenham um papel fundamental na 

obtenção dos resultados desejados. [54,56] 

Em resposta ao conceito da saúde e da aparência da pele como uma das 

componentes integrais do bem-estar geral, foi desenvolvida nos últimos anos uma série 

de estratégias de antienvelhecimento, que incluem medidas preventivas, intervenções 

cosmetológicas, tratamentos tópicos e sistémicos e procedimentos invasivos. [56] Entre 

estas estratégias, surge um foco no papel dos fibroblastos, dada a sua capacidade de 

influenciar uma vasta gama de processos celulares e tecidulares, o que sublinha a 

importância do estudo destas células no contexto do envelhecimento cutâneo. [47,56]   
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O zinco, por sua vez, apresenta um papel fundamental no corpo humano, sendo 

um constituinte vital de muitas enzimas, com impacto em vários processos metabólicos, 

e contribuindo para o funcionamento correto dos tecidos e órgãos. [72] As suas 

propriedades protetoras contra os radicais livres e a radiação UV, bem como o seu papel 

na regulação da queratinização e da proliferação de fibroblastos, fazem dele um potencial 

candidato no campo das terapêuticas dermatológicas. [69,72,73] O zinco aplicado 

topicamente tem demonstrado eficácia na cicatrização de feridas, na regulação do sebo e 

como agente antissético e antibacteriano, sendo por isso alvo de investigação e 

desenvolvimento contínuos. [72,74]   

O modo de ação de muitos produtos antienvelhecimento permanece pouco claro, 

e uma forma de comprovar a sua eficácia é através de testes in vitro, dada a crescente 

preocupação com o bem-estar animal, que levou ao desenvolvimento deste tipo de 

modelos para a investigação científica. [22,82]  

 

1.7.1. O potencial terapêutico do zinco 

 

 O zinco tanto na forma elementar como na forma de sal, tem sido utilizado 

terapeuticamente durante séculos, a sua aplicação tópica, através de formulações como o 

óxido de zinco e a piritionato de zinco, oferece fotoproteção e benefícios anti-

inflamatórios, tornando-o valioso no tratamento de várias patologias da pele tal como é 

possível verificar na tabela 5. Estas patologias vão desde infeções como verrugas a 

dermatoses inflamatórias como a acne vulgar, bem como distúrbios pigmentares como o 

melasma e neoplasias como o carcinoma basocelular. [75-77] 

Tabela 5. Utilizações terapêuticas do zinco. Adaptado de: Gupta et al. (2014) e Al-

Khafaji et al. (2022). [75,76]  

Patologia Via de administração 

Verrugas Tópica, oral 

Leishmaniose cutânea Oral, intralesional 

Lepra ou hanseníase Oral 

Herpes genital Tópica 

Dermatofitoses Tópica 
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Bromidrose Tópica 

Pitiríase versicolor Tópica 

Acne vulgar Tópica, oral 

Rosácea Oral 

Hidradenite supurativa Oral 

Psoríase e artrite psoriática Tópica, oral 

Eczema Tópica 

Úlceras Tópica, oral 

Doença de Behçet e aftas orais Oral 

Alopécia areata Oral 

Líquen plano oral Tópica 

Xeroderma pigmentoso Tópica 

Queratoses actínicas Tópica 

Carcinoma basocelular Intralesional 

Vitiligo Oral 

Melasma Tópica 

Queloides Tópica 

Anti-envelhecimento Tópica 

 

 Apesar do zinco oral ser utilizado no tratamento de síndromes de deficiência 

de zinco, o recente reconhecimento da sua importância como micronutriente para o 

crescimento infantil sublinha o seu significado mais amplo. As funções fisiológicas do 

zinco, incluindo o apoio imunitário, a cicatrização de feridas e a proteção UV, derivam 

do seu papel no metabolismo e no desenvolvimento ósseo. [77] Apesar de os produtos 

cosméticos que contêm zinco possam oferecer alguns benefícios, a sua eficácia é limitada 

devido à fraca absorção cutânea do zinco. Apesar desta limitação, a investigação em curso 

continua a descobrir as funcionalidades específicas de diferentes compostos de zinco, 

enriquecendo a nossa compreensão do seu potencial terapêutico na prática dermatológica. 

[75,77]  
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1.8. Modelos de cicatrização da pele 

 

A elaboração e otimização de formulações com ação tópica exigem modelos da 

pele bem desenvolvidos. Estes modelos servem como ferramentas essenciais para 

identificar e avaliar as propriedades das formulações, pois permitem determinar as 

principais características que influenciam a absorção do fármaco, e posteriormente 

facilitam a otimização da formulação. [83,84]  

Na figura 3 são apresentados os modelos de cicatrização da pele mais utilizados 

atualmente, incluindo modelos in vitro, ex vivo e in vivo. [85] Nas experiências 

desenvolvidas para este trabalho foram utilizados modelos in vitro, que estão a 

revolucionar o processo de desenvolvimento e as estratégias de formulação de novos 

produtos cosméticos, sendo uma opção mais segura, e adequada à legislação, visto que 

muitos destes modelos surgem como uma alternativa promissora aos modelos animais. 

[86] 
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Figura 3. Modelos animais e humanos de cicatrização da pele mais relevantes 

atualmente. Adaptado de: Neves et al. (2022). [85] 

Com o decorrer dos anos, têm-se desenvolvido modelos experimentais que vão 

desde in vitro e ex vivo até aos modelos de cicatrização in vivo, com incorporação de pele 

de origem animal e humana. [86] A utilização de modelos animais foi, durante muito tempo, 

a principal abordagem no desenvolvimento de ensaios pré-clínicos de novos fármacos, 

bem como na otimização de formulações destinados ao uso tópico. As recentes alterações 

regulamentares na classe dos cosméticos mudaram o foco para modelos in vitro, 

particularmente no que diz respeito aos estudos de penetração, permeabilidade e 

irritabilidade da pele. [83,84,86]  

Os modelos de cicatrização da pele variam em termos de complexidade, sendo os 

ensaios com uma cultura celular em monocamada 2D os mais comuns, nestes modelos a 

monocamada confluente é "ferida" pela remoção forçada de uma secção de células, 

enquanto a restante monocamanda "cura" através de uma coordenação entre a migração, 

disseminação e proliferação celular. Embora sejam económicos e simples de manter, os 

sistemas 2D não têm a capacidade de imitar as estruturas e interações da pele num 

contexto 3D. [87-89] Por outro lado, as amostras de pele ex vivo permitem uma 

representação mais próxima dos constituintes da pele, mas são limitadas pelas restrições 

e variabilidade dos doadores. O desenvolvimento dos sistemas de cultura 3D in vitro, que 

incorporam componentes imunitários, ganharam interesse por permitirem recriar as 

características fisiológicas da pele, incluindo a função de barreira, a estrutura 3D e as 

reações imunitárias, num único sistema. [85-89] 

Os modelos experimentais, como a cultura organotípica in vitro e a cultura de 

órgãos ex vivo, melhoraram a compreensão relativamente ao processo de cicatrização, e 

demonstraram ser eficazes na simulação da formação e tratamento de diferentes tipos de 

cicatrizes. Por sua vez, os modelos in vivo permitiram a investigação dos mecanismos 

moleculares, celulares e estruturais envolvidos na cicatrização, utilizando amostras tanto 

humanas como animais. [85,86,89] 

Dada a temática da presente tese vamos focar a atenção nos modelos de cultura de 

células 2D, e tal como mencionado anteriormente são os mais simples e mais 

frequentemente utilizados, estes apresentam duas abordagens principais representadas na 
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figura 4: as monoculturas de fibroblastos derivados da pele, e as co-culturas que associam 

esses fibroblastos com outros tipos de células, como queratinócitos ou células imunitárias. 

Estes modelos têm como objetivo investigar os mecanismos celulares que regulam a 

cicatrização com o auxílio dos fibroblastos, e avaliar o efeito dos agentes terapêuticos. [85]   

Estes modelos constituem uma ferramenta essencial numa fase inicial do 

desenvolvimento de fármacos, apresentando vantagens significativas, nomeadamente a 

reprodutibilidade, o baixo custo e a facilidade de manipulação, o que permite uma 

avaliação rápida e uma otimização mais eficaz das formulações destinadas à pele. [90-92] 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Modelos de cicatrização in vitro. Representam uma monocultura (células 

isoladas), e uma co-cultura (células combinadas), distribuídas numa monocamada de 

fibroblastos e queratinócitos derivados da pele humana. Adaptado de: Neves et al. (2022). 

[85]  
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2. OBJETIVO 

 

Objetivos Gerais 

 

Este trabalho teve como objetivo estudar o efeito do zinco no comportamento 

celular, usando como modelo uma linha celular de fibroblastos da pele humana (BJ-5ta), 

de forma a avaliar o potencial deste microelemento como um agente de 

antienvelhecimento. Portanto, pretende-se fazer uma revisão e identificação do estado da 

arte sobre as aplicações do zinco no tratamento da pele e na sua cicatrização, bem como 

a aquisição de conhecimento sobre técnicas laboratoriais na área de cultura de tecidos, os 

quais foram posteriormente utilizados no desenvolvimento do trabalho experimental. 

 

Objetivos Específicos 

 

 No contexto do trabalho laboratorial, os objetivos específicos incluem o 

desenvolvimento da cultura celular, a preparação de diferentes concentrações de zinco 

(0,1 µM; 1,0 µM; 10 µM), e a avaliação do efeito deste composto em diversos ensaios 

celulares, tais como o ensaio de MTT, o ensaio de proliferação e o ensaio de migração. 

Em conjunto, estes ensaios irão contribuir para uma melhor compreensão do papel do 

zinco e o seu efeito nos fibroblastos da pele, especialmente no que se refere às suas 

potenciais aplicações terapêuticas.  
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3. METODOLOGIA 
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Figura 5. Fluxograma-resumo dos diversos métodos utilizados ao longo do trabalho. 

Depois de ser realizada a cultura das células selecionadas, (1) foram utilizados diversos 

métodos para o crescimento e manutenção das mesmas. Posto isso, (2) procedeu-se à 

realização dos ensaios que permitiram testar as diferentes propriedades do zinco. (3) A 

contagem celular foi realizada no início de cada ensaio, de modo a garantir a concentração 

desejada de células em cada poço. Após a preparação de diluições seriadas a partir de uma 

solução stock de zinco, (4) foram realizados três ensaios de citotoxicidade (MTT), que 

avaliaram a viabilidade das células, para além disso os seus resultados permitiram 

selecionar as concentrações de zinco a utilizar nos ensaios seguintes. (5) Seguidamente, 

foram realizados dois ensaios de proliferação, que tiveram como objetivo avaliar a 

atividade metabólica da cultura de células após serem expostas às diferentes 

concentrações da substância em estudo. (6) Por fim, foram realizados três ensaios de 

migração ou “wound healing”, que permitiram avaliar o comportamento celular, e o 

impacto que as diferentes concentrações de zinco teve na migração das células durante a 

cicatrização. 

 

3.1. Cultura celular 
 

Neste trabalho foi utilizada a linha celular BJ-5ta, esta é constituída por 

fibroblastos humanos do prepúcio de recém-nascido, imortalizados com hTERT 

(transcriptase reversa da telomerase humana), e foi adquirida pelo laboratório à American 

Type Culture Collection (ATCC®) [93]. Ao longo do trabalho foram postos em prática 

diversos métodos tais como a reposição de meio, e a passagem de células, de forma a 

manter a qualidade e a quantidade de células necessárias. As células foram mantidas em 

meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)/ Medium 199 

(M199)) (4:1), suplementado com 10% de soro bovino fetal (FBS), 1% de 

penicilina/estreptomicina (10.000 unid + 100 mg) /100 mL, 1% de anfotericina B 250 

µ/mL e 1% de higromicina B 0,01 mg/mL). Durante o desenvolvimento do trabalho estas 

células foram incubadas nas condições ideais de 37ºC e 5% de CO₂. 
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3.1.1. Caracterização da cultura celular 

 

As células BJ-5ta são uma linhagem de fibroblastos imortalizadas com hTERT 

(transcriptase reversa da telomerase, subunidade da enzima telomerase que apresenta 

dependência pelo ARN), derivadas do prepúcio do humano. [93,108] Estas células foram 

obtidas através da transfecção da linha celular de fibroblastos do prepúcio BJ, com o 

plasmídeo pGRN145 de expressão de hTERT. [108]  

Quando observada ao microscópio, esta linha celular apresenta características 

tipicamente encontradas nos fibroblastos, nomeadamente a sua morfologia fusiforme, e 

uma boa capacidade de aderência à superfície da cultura, tal como pode ser observado na 

figura 6. Para além disso, estas células são capazes de pelo menos 10 duplicações da 

população, sendo por isso, amplamente utilizadas como modelo in vitro para aplicações 

de cicatrização de feridas, engenharia de tecidos, entre outros. [93] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Imagem microscópica das células BJ-5ta. (A) Imagem das células com uma 

densidade menor. (B) Imagem das células com uma densidade maior. Adaptada de: BJ-

5ta - CRL-4001 | ATCC (n.d.). [93] 
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3.2. Expansão e manutenção da cultura celular 

 

Ao longo do estudo foram utilizadas diversas técnicas para garantir que as células 

se mantivessem em meios, e em números apropriados, visto que a limitação de nutrientes, 

a acumulação de metabolitos tóxicos, ou a falta de superfície podem interromper o seu 

crescimento, e até mesmo levar à perda da sua viabilidade. Durante a realização do 

trabalho pode ser necessária uma densidade celular mais elevada, e como tal, pode ser 

necessário efetuar a reposição de meio, ou a passagem das células para novos frascos tal 

como indicado na figura 7.  

 

- Reposição de meio:  

O meio de cultura antigo foi aspirado, e seguidamente a placa foi lavada com 

tampão fosfato salino (PBS 1x), sendo substituído por novo meio previamente aquecido, 

de forma a evitar o choque térmico das células. Este processo foi repetido a cada 48 horas 

para garantir o fornecimento adequado de nutrientes às células e a manutenção do pH, 

necessários para o crescimento e divisão celular. 

 

- Tripsinização e passagem de células:  

Antes de realizar qualquer procedimento, foi necessário observar ao microscópio 

as placas das culturas celulares, e quando estas atingiram cerca de 70 a 80% de 

confluência procedeu-se à passagem das células. Para efetuar subculturas, foi necessário 

proceder à tripsinização, que consiste na desagregação enzimática das células através da 

ação da tripsina, este passo é essencial para libertar as células aderentes do frasco. Iniciou-

se este processo aspirando o meio do frasco de cultura. Seguidamente, lavou-se o frasco 

com tampão fosfato (PBS 1x), com agitação suave, e aspirou-se. Adicionou-se lentamente 

a Tripsina/EDTA (1x) ao frasco com agitação suave, de forma que chegasse a todas as 

células. O frasco foi incubado a 37ºC e 5% de CO₂ durante 5 a 7 minutos.  

Após o período de incubação verificou-se ao microscópio se as células estavam 

completamente soltas, e adicionou-se, então, novo meio de cultura para neutralização da 

tripsina. As células foram ressuspensas com o auxílio de uma pipeta, e um movimento 



Página | 42  
 
 

“up and down”, e colocou-se a nova solução de células em dois frascos onde se adicionou 

novo meio de cultura completo. Este procedimento repetiu-se antes de cada ensaio 

descrito ao longo do trabalho. Todas as etapas que envolviam manipulação das células, 

foram efetuadas no interior de uma câmara de fluxo laminar vertical, tomando sempre 

precauções rigorosas para esterilizar e desinfetar tanto antes como após cada passo do 

processo. 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Esquema representativo das diversas técnicas utilizadas ao longo do 

trabalho para realizar a passagem das células. (1) Inicialmente é realizada a incubação 

das células em condições ideais. Quando a cultura de células atinge o estado máximo de 

confluência, pode ser necessário efetuar uma ou mais passagens. (2) Adiciona-se tripsina 

ao frasco de modo a libertar as células aderentes, e coloca-se a incubar durante 5 a 7 

minutos. (3) Com o processo de tripsinização concluído, é necessário ressuspender as 

células, para isso pipetam-se 3 mL de novo meio de cultura completo, previamente 

aquecido, para o frasco com um movimento “up and down”. (4) Por fim, divide-se a nova 

solução de células em dois frascos, e seguidamente adiciona-se 3,5 mL de novo meio em 

cada uma das subculturas. 
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3.3. Contagem de células 

 

No presente estudo, a contagem de células foi realizada através de dois métodos 

diferentes, dependendo do objetivo pretendido:  

1) Utilizando a câmara de Neubauer; 

2) Corando os núcleos das células com DAPI, e posteriormente utilizando o 

programa ImageJ para a efetuar a contagem. 

3.3.1. Câmara de Neubauer 

 

Realizou-se a contagem de células com o objetivo de calcular o volume de células 

a ser adicionado a um novo frasco ou a uma placa, visando alcançar uma concentração de 

1,0 x 10⁵ cél/mL. Essa concentração foi previamente otimizada em ambiente laboratorial 

para padronizar a quantidade de células a ser usada em vários ensaios, garantindo 

uniformidade em todos os poços. Neste caso como as células não estão em grande número 

não é necessário fazer uma diluição. Após a homogeneização, foram pipetados 10 µL da 

suspensão em cada um dos quadrantes da câmara de Neubauer, também conhecida como 

hemocitómetro. A câmara de Neubauer é uma lâmina de vidro espessa com dois 

quadrados marcados no centro, onde a solução celular a ser contada é depositada. Para 

assegurar a precisão da contagem, é fundamental realizar cuidados de limpeza na câmara 

e na lamela antes de cada utilização do hemocitómetro, garantindo a ausência de material 

particulado que possa interferir na contagem. 
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Utilizando um microscópio ótico invertido Olympus® CKX41 com uma objetiva 

de 10x, procedeu-se à contagem das células nos oito quadrantes tal como indicado na 

figura 8. 

Figura 8. Representação da contagem com a câmara de Neubauer. Adaptada de: 

Team (2019) e Bastidas (n.d.). [94,95] 

 

A média do número de células em cada quadrante foi calculada, bem como a concentração 

total de células, conforme indicado na equação 1: 

 

 

Com a concentração obtida calculou-se o volume de células necessário para perfazer a 

solução desejada, a partir das equações 2 e 3: 

 

 

 

 

3.3.2.  ImageJ 

 

Este método de contagem foi utilizado no ensaio de proliferação, visando 

quantificar o número de células expostas ao zinco ao longo de vários dias. O propósito 

(𝑬𝒒. 𝟏) 𝑪𝒐𝒏𝒄𝒆𝒏𝒕𝒓𝒂çã𝒐 = 𝑴é𝒅𝒊𝒂 𝒅𝒐𝒔 𝟒 𝒒𝒖𝒂𝒅𝒓𝒂𝒏𝒕𝒆𝒔 × 𝑭𝒂𝒕𝒐𝒓 𝒅𝒆 𝒅𝒊𝒍𝒖𝒊çã𝒐 × 𝟏𝟎𝟒 𝒄é𝒍/𝒎𝑳 

 (𝑬𝒒. 𝟐) 𝑪𝒊 × 𝑽𝒊 = 𝑪𝒇 × 𝑽𝒇 

 

(𝑬𝒒. 𝟑) 𝑽𝒊 =
𝑪𝒇 × 𝑽𝒇

𝑪𝒊
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deste ensaio consistiu em investigar o impacto do zinco na proliferação das células BJ-

5ta, ocorrendo uma avaliação diária de forma a monitorizar os efeitos do composto na 

taxa de proliferação ao longo do tempo.  

Neste ensaio, as células foram contadas no programa ImageJ, para tal as imagens 

foram divididas em quadrados de 6,52 × 10−3 cm2 e foram contabilizados 12 quadrados 

no total. Após a contagem, a partir da equação 4, foi possível extrapolar o número de 

células e obter um gráfico de proliferação das células BJ-5ta sob a influência de diferentes 

concentrações de zinco.  

 

 

 

Na equação acima os 0,32 cm representam a área do poço em cm2. A área da grelha 

tem 1,9 × 10−1 cm2 e contém cerca de 60 quadrados, dos quais apenas 12 foram contados 

e que apresentam uma área de 0,078 cm2 no ImageJ. 

 

3.4. Preparação das diluições seriadas 

 

Antes de avançar para qualquer um dos ensaios foi necessário preparar diluições 

seriadas de cinco concentrações diferentes. Inicialmente preparou-se a solução stock, 

dissolvendo 6,8 × 10−3g de ZnCl2(M=136,30 g/mol), em 5 mL de água, para obter uma 

concentração de 10000 μM. Seguidamente foi possível elaborar as seguintes diluições tal 

como indicado na figura 9, utilizando as equações 2 e 3, apresentadas anteriormente. 

 A diluição em série é uma técnica que envolve uma sequência de diluições 

progressivas, a partir de uma solução stock, reduzindo gradualmente a sua concentração, 

sendo que cada diluição utiliza o material da etapa anterior como base. As diluições 

seriadas são normalmente utilizadas para determinar a concentração desejada de uma 

substância. [96] 

(𝑬𝒒. 𝟒)
𝟎, 𝟑𝟐 × 𝒏º 𝒅𝒆 𝒄é𝒍𝒖𝒍𝒂𝒔 𝒄𝒐𝒏𝒕𝒂𝒅𝒂𝒔

𝟎, 𝟎𝟕𝟖
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Figura 9. Representação da preparação de diluições seriadas a partir de uma solução 

stock de zinco. A primeira diluição de 1000 μM, resulta da junção de 150 μL da solução 

stock com 1350 μL de meio; a segunda diluição de 100 μM, resulta da junção de 150 μL 

da primeira diluição com 1350 μL de meio; foi acrescentada também uma terceira diluição 

de 50 μM que não está representada na figura, de forma a abranger uma gama maior de 

concentrações, e esta resulta da junção de 500 μL da segunda diluição com 500 μL de 

meio; a quarta diluição de 1,0 μM, resulta da junção de 200 μL da terceira diluição com 

800 μL de meio; por fim a quinta diluição de 0,1 μM, resulta da junção de 200 μL da 

quarta diluição com 800 μL de meio. 

 

 

3.5. Ensaio de MTT 

 

O ensaio de MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5 difenil tetrazólio] é 

um ensaio colorimétrico de citotoxicidade[97], e foi utilizado para selecionar as 

concentrações mais adequadas de zinco para utilizar nos ensaios seguintes.  

Funciona com base no princípio de que a atividade mitocondrial está diretamente 

associada com o número de células viáveis. Este ensaio é realizado na ausência de luz, e 

envolve a redução do MTT, que é um sal amarelo solúvel em água, a cristais de formazan 

que exibem uma coloração azul-escura. [97-99] As alterações na concentração de formazan 

estão diretamente correlacionadas com alterações no número de células viáveis, detetadas 

através de análise espectrofotométrica, após a sua solubilização em 

DMSO(Dimetilsulfóxido). [98] 
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O ensaio tem como objetivo estimar a viabilidade celular sem a necessidade de 

realizar uma contagem das células, normalmente utilizada na avaliação dos efeitos 

citotóxicos de várias substâncias em diferentes concentrações. A concentração dos cristais 

de formazan formados, resultantes da redução do MTT, é medida pela densidade ótica em 

comprimentos de onda específicos (normalmente 540 e 720 nm). [97,99] Um aumento ou 

diminuição do número de células viáveis é diretamente proporcional à atividade 

mitocondrial, que se reflete na concentração de formazan e, subsequentemente, nos 

valores de densidade ótica obtidos durante a análise espectrofotométrica. [97-99] 

Para realizar este ensaio, utilizou-se uma placa de 96 poços e foram testadas cinco 

concentrações de zinco: 1000 µM; 100 µM; 50 µM; 10 µM; 1,0 µM; 0,1 µM. Cada 

concentração foi testada em quadruplicados, bem como um controlo positivo (constituído 

somente por células), e um controlo negativo (constituído somente por meio 

DMEM:M199), e preencheram-se os poços da placa de acordo com a figura 10.  
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Figura 10. Esquema do ensaio de MTT- Representação da aplicação das amostras 

na placa. A placa está dividida em duas partes iguais, cada uma com o tempo de 

incubação correspondente. Cada poço está com uma cor distinta, representante da sua 

composição, os poços brancos estão vazios. 

 Iniciou-se por pré-aquecer a 37ºC todos os reagentes que iriamos utilizar ao longo 

do protocolo: PBS (1x), Tripsina/EDTA (1x), e meio de cultura DMEM:M199 para BJ-

5Ta completo. 

 Preparou-se a partir de um frasco de cultura uma suspensão de células, no controlo 

positivo e nas diferentes concentrações de composto, colocaram-se 100 µL de suspensão 

de células. Para o controlo negativo, utilizaram-se 100 µL de meio de cultura. Incubou-

se a placa durante 24 horas. Concluída a incubação, substituiu-se o meio às células 

aderentes, utilizando as soluções preparadas anteriormente suplementadas com as 

diferentes concentrações de zinco e deixou-se incubar por mais 48h e 96h nas condições 

ótimas. 

 Passadas as 48h e as 96h, substituiu-se o meio de cultura dos poços por meio 

DMEM:M199 novo e acrescentaram-se 10 µL a cada poço de uma solução composta por 

1 ml de PBS + 5 mg de MTT. Após 4 horas de incubação a 37ºC, descartaram-se 85 µL 

da solução presente em cada poço e adicionaram-se 50 µL de DMSO, pipetando ‘up and 

down' de modo a solubilizar os cristais de formazan. Após 10 minutos de agitação, fez-se 

a leitura das absorvâncias no espectrofotómetro (Tecan® Infinite M200) a um 

comprimento de onda de 540 nm. 

A viabilidade celular de cada concentração do composto, calculou-se da através da 

equação 5: 

 

 

 

A absorvância de cada poço foi corrigida por subtração do controlo negativo de 

forma a eliminar o background. A viabilidade para cada concentração foi obtida através 

do cálculo da média das viabilidades dos quadruplicados. 

(𝑬𝒒. 𝟓) 𝑽𝒊𝒂𝒃𝒊𝒍𝒊𝒅𝒂𝒅𝒆(%) =
𝑴é𝒅𝒊𝒂 𝒅𝒂𝒔 𝒂𝒃𝒔𝒐𝒓𝒗â𝒏𝒄𝒊𝒂𝒔 𝒅𝒐 𝒆𝒏𝒔𝒂𝒊𝒐

𝑴é𝒅𝒊𝒂 𝒅𝒂𝒔 𝒂𝒃𝒔𝒐𝒓𝒗â𝒏𝒄𝒊𝒂𝒔 𝒅𝒐 𝒄𝒐𝒏𝒕𝒓𝒐𝒍𝒐 𝒑𝒐𝒔𝒊𝒕𝒊𝒗𝒐
× 𝟏𝟎𝟎 
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3.6. Ensaio de proliferação 

 

O ensaio de proliferação é fundamental para analisar os efeitos do composto em 

estudo na proliferação e viabilidade celular. [100,101] 

 Para avaliar a atividade biológica do zinco e o seu efeito na proliferação das 

células BJ-5ta foram testadas três concentrações de zinco, aquelas que mostraram ser mais 

eficazes no ensaio de MTT inicial (10 µM; 1,0 µM; 0,1 µM) tal como se pode verificar 

na figura 11. De forma a testar o efeito das três concentrações, foram distribuídas 20 000 

células em cada poço. Sumariamente, utilizou-se uma placa de 96 poços previamente 

semeada com células (20 000 células/poço), adicionou-se 100µL da respetiva 

concentração de zinco e 100µL meio DMEM:M199 nos poços de controlo, seguidamente 

incubou-se na estufa. Ao fim de 24, 48, e 72 horas fixaram-se as células com etanol a 

70%. A fixação foi realizada após a lavagem dos poços com PBS (1x), descartou-se e 

adicionou-se o etanol, incubou-se durante 10 minutos à temperatura ambiente. Entretanto 

preparou-se uma solução de DAPI (1:1000) com PBS (1x), numa concentração 300 

µg/mL. Decorrido o tempo de incubação, descartou-se o álcool e aplicaram-se 40 µL da 

solução DAPI (1:1000) a cada poço e incubou-se mais 10 minutos no escuro, foram 

realizadas duas lavagens consecutivas com PBS (1x), e procedeu-se aos registos 

fotográficos. 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Esquema do ensaio de proliferação. Representação da aplicação das 

amostras na placa. Na primeira fila foi adicionado apenas meio, nas três filas seguintes 

foram adicionadas as respetivas concentrações de zinco (0,1 µM; 1,0 µM; 10 µM). 
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3.7. Ensaio de migração 

 

A cicatrização de feridas implica a proliferação e migração celular no leito da ferida, 

sendo essa atividade biológica um ponto crítico deste processo. Analisar a migração 

celular in vitro é muito útil para compreender os mecanismos que integram a cicatrização. 

[102,105] Além disso, os testes in vitro são habitualmente utilizados na investigação 

científica, devido a razões éticas e à sua eficácia na identificação de substâncias ativas. 

[105] 

O ensaio de “wound healing” é uma técnica bastante utilizada, simples e consistente para 

avaliar parâmetros da migração celular, como a rapidez, persistência e direcionalidade. 

As células são cultivadas até formarem uma camada confluente, e então é criada uma 

"ferida" propositada ao fazer um arranhão com a ponta de uma pipeta, incentivando as 

células na borda da ferida a moverem-se em direção ao espaço criado. [102-105] Este ensaio 

foi realizado para avaliar o papel do zinco na migração celular. 

Utilizou-se uma placa de 24 poços com triplicados dos poços de controlo e das três 

concentrações de zinco (0,1 µM; 1 µM; 10 µM), na parte exterior da placa, marcou-se 

uma linha vertical e outra horizontal para auxiliar a realização da ferida tal como pode ser 

observado na figura 12. Na placa semearam-se cem mil células em cada poço, incubou-

se a 37ºC com 5% de CO₂, até obter uma monocamada confluente, e com a ponta de uma 

micropipeta de 10 µL realizaram-se as feridas, de forma linear.  Realizaram-se três 

ensaios, o primeiro com registo fotográfico às 0h, 7h, e 24 h após a ferida, o segundo com 

registo fotográfico às 0h, 6h, 24h e 48h após a ferida, e o terceiro registo fotográfico às 

0h, 24h e 48h após a ferida. 

 

 

 

 

Figura 12. Representação das linhas auxiliares marcadas para a realização da ferida. 

A ferida foi realizada com a ajuda da ponta de uma micropipeta de 10 µL, no espaço 

indicado pelos traços auxiliares. Adaptada de: Hulkower e Herber (2011). [106] 



Página | 51  
 
 

Aspirou-se o meio de todos os poços de forma a remover os restos celulares. Em seguida, 

lavou-se duas vezes cada poço com 300µL de PBS de cada vez, e adicionou-se 1mL do 

respetivo constituinte a cada poço, no controlo somente meio DMEM:M199, e as três 

concentrações de zinco (0,1 µM; 1 µM; 10 µM) nos poços seguintes tal como 

esquematizado na figura 13. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Esquema do ensaio de migração. Representação da aplicação das 

amostras na placa. Na primeira fila foi adicionado apenas meio, nas três filas seguintes 

foram adicionadas as respetivas concentrações de zinco (0,1 µM; 1,0 µM; 10 µM). 

Realizaram-se registos fotográficos utilizando a máquina fotográfica digital Visicam®. 

Posteriormente os registos obtidos foram verificados e tratados através do software 

ImageJ®, em que foi inserido o pugin desenvolvido por Suarez-Arnedo et al. (2020) [107], 

e por sua vez, com esses resultados foi calculada a percentagem da ferida aberta 

correspondente a cada concentração de zinco, utilizando a equação 6: 

 

 

 

 

 

 

(𝑬𝒒. 𝟔) Á𝒓𝒆𝒂 𝒅𝒂 𝒇𝒆𝒓𝒊𝒅𝒂(%) =
Á𝒓𝒆𝒂 𝒅𝒂 𝒇𝒆𝒓𝒊𝒅𝒂 𝒏𝒐 𝒊𝒏í𝒄𝒊𝒐

Á𝒓𝒆𝒂 𝒅𝒂 𝒇𝒆𝒓𝒊𝒅𝒂 𝒏𝒐 𝒇𝒊𝒏𝒂𝒍
× 𝟏𝟎𝟎 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

4.1. Ensaio de MTT (viabilidade celular) 

 

De modo a verificar a viabilidade das células BJ-5ta em diferentes concentrações 

de zinco foi utilizado o ensaio de MTT, através da medição da absorvância a 540nm. Ao 

longo do trabalho laboratorial foram realizados três ensaios de MTT, e através dos valores 

das absorvâncias obtidos às 48 e às 96 horas, foram elaborados os gráficos apresentados 

nas figuras 14 e 15, que relacionam a viabilidade celular com a concentração de zinco. 

Neste ensaio a absorvância máxima do controlo é de 100%, ou seja, as células BJ-5ta sem 

zinco, que funcionam como controlo positivo, representam 100% de viabilidade celular. 

Os dados do ensaio MTT foram também submetidos à análise estatística utilizando o teste 

one-way ANOVA, realizado no programa GraphPad Prism versão 10. Os resultados 

revelaram um P-value inferior a 0,0001, o que sugere a existência de diferenças 

estatisticamente significativas entre os grupos avaliados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Viabilidade das células BJ-5ta expostas a uma gama de concentrações de 

zinco (0,1 a 1000 μM), determinada por ensaio colorimétrico de MTT após 48 horas. 

Ensaio realizado em quadruplicado, e resultados apresentados em média ± desvio-padrão 

(P-value < 0,0001 e R2 = 0,8859). O eixo xx contém as diferentes concentrações de zinco 

(µM) em estudo, e o eixo yy representa a viabilidade celular (%) das células BJ-5ta, para 
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cada uma das diferentes concentrações. O controlo é apresentado a cinzento. As 

concentrações compreendidas entre 0,1 e 100 μM parecem aumentar a viabilidade, 

enquanto a concentração de 1000 μM diminui drasticamente a viabilidade celular. 

 

Tal como se pode observar no gráfico apresentado na figura 14 com os ensaios 

realizados, não parece haver citotoxicidade para as concentrações de zinco entre 0,1 µM 

e 100 µM, uma vez que a viabilidade celular não é inferior à do controlo, correspondente 

a 100% da viabilidade celular. Efetivamente, a concentração de 0,1 µM destacou-se por 

aumentar a viabilidade celular até 124%, já no caso da concentração mais alta testada 

(1000 µM) verifica-se uma diminuição acentuada da viabilidade celular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Viabilidade das células BJ-5ta expostas a uma gama de concentrações de 

zinco (0,1 a 1000 μM), determinada por ensaio colorimétrico de MTT após 96 horas. 

Ensaio realizado em quadruplicado, e resultados apresentados em média ± desvio-padrão 

(P-value=0,0281 e R2 = 0,8073). O eixo xx contém as diferentes concentrações de zinco 

(µM) em estudo, e o eixo yy representa a viabilidade celular (%) das células BJ-5ta, para 

cada uma das diferentes concentrações. O controlo é apresentado a cinzento. A 

concentração de 0,1 μM parece ser a única que apresenta uma viabilidade ligeiramente 

superior à do controlo, por outro lado, as restantes concentrações revelaram induzir 

citotoxicidade, sendo que as concentrações de 1,0 e 10 μM são as que apresentam uma 
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citotoxicidade inferior, quando comparadas às concentrações compreendidas entre 50 e 

1000 μM. 

 

 Por sua vez, no gráfico apresentado na figura 15, a única concentração que não 

parece apresentar citotoxicidade é a de 0,1 µM, as restantes concentrações revelaram 

induzir citotoxicidade celular, mas a diferentes níveis, sendo que as concentrações de 1,0 

e 10 μM apresentam 87% e 58% de viabilidade celular, no entanto não se revelam tão 

tóxicas como as restantes concentrações mais elevadas de zinco. Os resultados do ensaio 

acima também foram submetidos à análise estatística, sendo que esta análise obteve um 

P-value de 0,0281. Este valor indica uma significância estatística, e reforça a relevância 

das variações observadas nos resultados do ensaio MTT às 96 horas. 

A concentração ideal de zinco a utilizar neste ensaio varia consoante o tipo de 

célula, e o objetivo específico da investigação. 

Um estudo realizado por Fenyvesi et al. (2019), numa linhagem celular de 

queratinócitos (HaCaT), verificou que as concentrações que aumentaram a viabilidade 

celular foram entre 0,1 e 10 µM de sulfato de zinco (ZnSO₄). No entanto, foi observado 

que concentrações mais altas de 40 e 60 µM de sulfato de zinco diminuíram 

significativamente a viabilidade celular. [109] Salesa et al. (2021) testou os efeitos do 

cloreto de zinco (ZnCl₂) na mesma linhagem celular, e obteve resultados semelhantes, 

concluiu que a concentração ótima de zinco para a viabilidade celular parece estar entre 

1,0 e 10 µM, sendo que as concentrações fora deste intervalo podem ser tóxicas para as 

células. [110] Também foi comprovado por J Stork et al. (2010), que a administração de 

cloreto de zinco (ZnCl₂) juntamente com o ionóforo piritiona, na cultura de 

queratinócitos (HEKa), causou redução na viabilidade celular de forma dependente 

tanto da concentração de zinco quanto do tempo de exposição. [111] 

 Com base nos resultados obtidos por S. et al. (2017), em que foi analisada a 

citotoxicidade das nanopartículas de óxido de zinco (ZnO), comprovou-se que os seus 

efeitos foram altamente dependentes da concentração, tempo de exposição e tipo de 

células envolvidas.  Tal como apresentado na maior parte da literatura analisada, 

verifica-se uma redução da viabilidade celular em altas concentrações, no entanto, em 
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baixas concentrações, essas mesmas nanopartículas melhoraram a viabilidade celular 

em todas as linhas celulares testadas. [112]  

 Por sua vez, quando se observa o efeito do zinco nos fibroblastos, este 

também parece ser dependente da concentração. Segundo Richard et al. (1993), quando 

os fibroblastos da pele em cultura foram sobrecarregados com zinco, foi observado um 

ligeiro efeito citotóxico. No entanto, em concentrações mais baixas, verificou-se que o 

zinco pode atuar como estabilizador ao ligar-se a grupos tiol, e pode ter um efeito 

protetor contra os radicais livres. De um modo geral, o efeito do zinco nos fibroblastos 

parece ser complexo e também pode depender da concentração e do contexto da 

exposição. [113]  

 Um outro estudo realizado em células semelhantes a linfoblastos, observou 

que concentrações elevadas de zinco tinham efeitos prejudiciais na viabilidade e 

proliferação celular, levando à morte das células. Estes resultados sugerem que o zinco 

tem uma citotoxicidade dependente da concentração, sendo que as concentrações baixas 

não têm efeitos nas células, mas as concentrações elevadas causam uma diminuição da 

viabilidade e da proliferação. [114]  

 Assim, com base na literatura indicada e nos resultados obtidos, a 

concentração ótima para manter ou aumentar a viabilidade celular nos ensaios de MTT 

pode depender de vários fatores, e de um modo geral, esta varia consoante a linha 

celular específica e as condições experimentais.  

 No entanto, apesar dos diferentes objetivos, linhagens celulares, e tipos de 

zinco utilizados nos estudos analisados, na sua globalidade parece haver uma 

conformidade na ideia de que o efeito do zinco depende da sua concentração e do tempo 

de exposição. Na maioria dos resultados apresentados, as concentrações de zinco acima 

de 100 µM revelaram-se tóxicas para diversas linhagens celulares, enquanto as 

concentrações mais baixas parecem manter ou até aumentar a viabilidade celular.  

No que diz respeito aos resultados obtidos pelos ensaios de MTT da presente 

tese, estes estão de acordo com o que é apresentado na literatura. Tal como se pode 

verificar nas figuras 14, o zinco não é tóxico para as células BJ-5ta em concentrações 

mais baixas, no entanto para concentrações mais elevadas (>100 µM), este diminui a 

viabilidade celular a partir das 48h. Por outro lado, quando se verificam os resultados 
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obtidos às 96h, apresentados na figura 15, todas as concentrações de zinco, exceto a de 

0,1 µM, diminuem a viabilidade celular. Neste caso é necessário ter em consideração as 

condições de cultura adversas, visto que após 96h a probabilidade de existir um pH 

alterado ou diminuição de nutrientes essenciais é maior, o que pode afetar a precisão e a 

fiabilidade dos resultados do ensaio MTT. [115] Por conseguinte, teria sido mais 

vantajoso executar o ensaio num período de incubação menor, de forma a não estar tão 

suscetível a esta limitação. 

Não obstante, as concentrações de cloreto de zinco (ZnCl₂) selecionadas para 

serem utilizadas nos ensaios seguintes, foram 0,1 µM, 1,0 µM e 10 µM. Por outro lado, 

a abordagem estatística fortalece a confiabilidade das conclusões obtidas e destaca a 

relevância das diferenças observadas entre os grupos em estudo. 

 

4.2. Ensaio de proliferação 

 

O ensaio de proliferação foi realizado em duas fases, numa primeira fase foram 

selecionadas as concentrações de zinco que se mostraram mais favoráveis a partir do 

ensaio de MTT, e numa segunda fase onde foi analisado o comportamento proliferativo 

das células com as três concentrações selecionadas inicialmente (10 µM; 1,0 µM; 0,1 

µM).  

Este ensaio é elaborado com a contra-coloração com DAPI, e após ser realizada a 

observação e contagem nos tempos estipulados das células BJ-5ta com zinco a diferentes 

concentrações, obteve-se um gráfico de proliferação, representado na figura 16. Os dados 

do ensaio de proliferação foram também submetidos à análise estatística, desta vez 

utilizando o teste two-way ANOVA, realizado no programa GraphPad Prism versão 10.  

Os resultados revelaram que as modificações observadas não alcançam 

significância estatística, uma vez que o P-value é não significativo (P-value = 0,9975). 

Além da avaliação global, a análise estatística também envolveu um teste Tukey de 

comparações múltiplas, que corroborou a ausência de alterações significativas. Segundo 

os resultados deste teste, existem alterações mínimas na proliferação das concentrações 

de zinco quando comparadas com o controlo, o que sugere que não existem diferenças 

estatisticamente significativas entre os grupos avaliados (P-value > 0,9999). 
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Figura 16. Proliferação das células BJ-5ta com diferentes concentrações de zinco.             

Ensaio em triplicado, e resultados apresentados em média dos dois ensaios de proliferação 

realizados. O eixo xx representa o tempo de exposição ao zinco, e o eixo yy representa o 

número de células BJ-5ta. O controlo é apresentado a cinzento. A concentração de 10 µM 

parece apresentar os melhores resultados ao longo do tempo, no que diz respeito ao 

comportamento proliferativo das células. O controlo e as restantes concentrações parecem 

ter um comportamento semelhante, e a diferença entre o número de células é muito 

ligeira. 
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Através da análise da figura 16 é possível observar que até às 48 horas, as duas 

concentrações mais baixas de zinco não afetaram significativamente a proliferação das 

células BJ-5ta, quando comparadas com o controlo. No entanto, a concentração de 10 µM 

destaca-se por apresentar uma taxa de proliferação visivelmente superior aos restantes 

resultados apresentados, tendo-se registado um aumento de aproximadamente 56%. A 

partir das 48 às 72 horas, as células com a concentração mais elevada de zinco, continuam 

a proliferar a um ritmo superior às restantes concentrações e ao controlo, apresentando 

um aumento de 34%. Os restantes resultados não apresentam grandes diferenças entre si, 

a concentração de 1,0 µM teve um aumento de 20%, que é ligeiramente superior ao 

aumento de 19% registado no controlo, por sua vez a concentração de 0,1 µM apresentou 

um aumento de 18%, tendo sido o menor aumento registado às 72h. De um modo geral, 

o efeito do zinco mostra-se favorável na proliferação das células BJ-5ta, principalmente 

na concentração de 10 µM. 

O zinco desempenha um papel crucial na regulação da proliferação celular, 

mantendo a integridade do genoma e contribuindo para a homeostase dos tecidos. [116] 

Além disso, participa em processos como a síntese e reparação do ADN, bem como na 

progressão do ciclo celular, sendo vital para a saúde de um modo geral. [117,118]  

No que diz respeito à sua importância para a saúde da pele, este microelemento 

tem um papel fundamental no sistema de defesa antioxidante, visto que que ajuda a 

neutralizar os radicais livres nocivos e a proteger as células da pele contra os danos 

oxidativos. [119,120] Também está envolvido na formação e manutenção da barreira cutânea, 

pois contribui para a produção de proteínas e lípidos presentes na sua constituição. Por 

outro lado, o seu envolvimento na síntese de colagénio e elastina, apresenta potencial para 

prevenir o envelhecimento precoce da pele, já que estas são proteínas essenciais para 

manter a elasticidade e a firmeza. [119,121]  

No contexto da cicatrização de feridas, o zinco é essencial, visto que promove a 

proliferação celular, a síntese de colagénio e a função imunitária. Portanto, o zinco pode 

promover a proliferação de células, como é o caso dos fibroblastos, que são importantes 

para a reparação e regeneração da pele danificada. [117,119,121]  



Página | 59  
 
 

Segundo o estudo realizado por Tyszka-Czochara et al. (2014) o zinco apresenta 

um efeito positivo na proliferação celular. Os respetivos resultados demonstraram que o 

zinco aumenta a viabilidade e a proliferação dos fibroblastos da pele, especificamente a 

uma concentração de 16 μM. Isso indica que o zinco tem um efeito estimulante na taxa 

de divisão e no crescimento celular. [122]   

Salesa et al. (2021) explora os efeitos do cloreto de zinco (ZnCl₂) numa linhagem 

de queratinócitos humanos (HaCaT). O estudo descobriu que concentrações de 1 ou 5 µM 

de ZnCl₂ não afetaram a proliferação celular, e não se registaram efeitos citotóxicos em 

concentrações de até 10 µM após 24 horas. [110] 

Com base nos resultados de Julian‐Dario Rembe et al. (2020), o zinco parece ter 

um papel benéfico na proliferação. O estudo mostrou que diferentes derivados de zinco, 

como o gluconato de zinco (ZnGluc) e o sulfato de zinco (ZnSO₄), têm efeitos 

significativos na proliferação celular em microambientes in vitro carentes de nutrientes. 

Além disso, o estudo também sugere que o ZnGluc tem o efeito mais pronunciado na 

indução da proliferação em fibroblastos humanos e queratinócitos. [123]  

Um outro estudo realizado por Wang, Luo, et al. (2021), indica que o zinco tem 

um impacto positivo na promoção do desenvolvimento de tecido conjuntivo, tal como 

observado pelo seu efeito no aumento da taxa de proliferação dos fibroblastos gengivais 

humanos (HGFs) e na regulação da matriz extracelular. [117] 

Hashemi et al. (2023) verificou que um creme composto por nanopartículas de 

óxido de zinco e extrato de calêndula, promoveu a cicatrização dos tecidos ao aumentar 

a proliferação e a viabilidade dos fibroblastos na área afetada. Neste caso, a concentração 

ótima para a proliferação celular foi de 100 μM. [124] No entanto, um outro estudo 

realizado por Chen et al. (2021) obteve resultados contrários, já que neste caso as 

nanopartículas de óxido de zinco não tiveram um efeito positivo na proliferação celular. 

A baixas concentrações, as nanopartículas não afetaram a viabilidade ou a proliferação 

celular, mas a concentrações elevadas, estas inibiram significativamente a proliferação 

celular nos fibroblastos gengivais humanos (HGF-1). [125] Estes estudos comprovam que 

o tipo de célula, e o objetivo têm uma grande influência nos resultados, no caso das células 

BJ-5ta, estas apresentam um comportamento que se encontra em concordância com a 
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maior parte dos resultados obtidos na literatura, nomeadamente o efeito positivo que o 

zinco tem na proliferação celular, particularmente, a concentração de 10 μM. 

 

 

4.3. Ensaio de migração 

 

O ensaio de migração também foi realizado de acordo com os resultados obtidos no ensaio 

de MTT. As figuras 17 e 18, mostram, através de imagens obtidas por microscopia ótica, 

a recuperação da ferida em duas regiões distintas, ao longo do primeiro ensaio. Estão 

representados o controlo, meio com concentração de 0,1 µM, 1 µM e 10 µM de zinco nos 

às 0, 6 e 24 horas. 
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Figura 17. Fotografias da recuperação na região horizontal da ferida na presença e 

ausência de zinco. Registos fotográficos do controlo, meio com concentração de 0,1 µM, 

1 µM e 10 µM, captados às 0, 6 e 24 horas com o microscópio ótico invertido Leica DM 

IL combinado com a câmara Visicam PRO 20C, numa ampliação de 4x. 

 

As fotografias não mostram diferenças significativas para o controlo e as 

concentrações de 0,1 e 1 µM. No entanto, para a concentração de 10 µM, é possível 

observar um maior encerramento da ferida às 24h em comparação com o controlo e com 

as restantes concentrações.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Fotografias da recuperação na região vertical da ferida na presença e 

ausência de zinco. Registos fotográficos do controlo, meio com concentração de 0,1 µM, 
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1 µM e 10 µM, captados às 0, 6 e 24 horas com o microscópio ótico invertido Leica DM 

IL combinado com a câmara Visicam PRO 20C, numa ampliação de 4x. 

 

Os registos fotográficos da região vertical da ferida não captam diferenças tão 

visíveis entre as diferentes concentrações e o controlo, em comparação com as imagens 

da região horizontal, visto que a ferida parece cicatrizar a um ritmo semelhante em todos 

os meios. Na revisão bibliográfica conduzida, não foram mencionadas referências 

específicas quanto ao tempo de cicatrização das células BJ-5ta, no contexto exato do 

presente estudo. Portanto, no escopo do ensaio inicial de migração celular, foram 

estabelecidos os tempos de 0, 6 e 24 horas. No entanto, a análise das figuras 17 e 18 

revelam que a ferida não está completamente cicatrizada no período determinado. Tendo 

isso em consideração, foi realizado um segundo ensaio, no qual foi introduzido um novo 

intervalo temporal, de 48 horas, a fim de documentar de maneira abrangente o processo 

de cicatrização. 

No segundo ensaio, observou-se uma convergência de resultados com o primeiro, 

indicando consistência nos efeitos observados até então. Contudo, a análise do segundo 

ensaio proporcionou novos dados, particularmente em relação aos tempos apropriados 

para avaliação do terceiro e último ensaio. É relevante destacar que, às 6 horas, não foram 

identificadas diferenças significativas no processo de cicatrização entre os ensaios 

iniciais. Assim, no terceiro ensaio, a realização dos registos fotográficos foi otimizada, 

concentrando-se nos momentos críticos de 0, 24 e 48 horas, tal como pode ser verificado 

nas figuras 19 e 20.  
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Figura 19. Fotografias da recuperação na região horizontal da ferida na presença e 

ausência de zinco. Registos fotográficos do controlo, meio com concentração de 0,1 µM, 

1 µM e 10 µM, captados às 0, 24 e 48 horas com o microscópio ótico invertido Leica DM 

IL combinado com a câmara Visicam PRO 20C, numa ampliação de 4x. 

 

Nas fotografias registadas no terceiro ensaio, observa-se o encerramento total da 

ferida, tal ocorreu às 24 horas em todas as concentrações de zinco, enquanto no controlo 
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esse efeito foi observado apenas às 48 horas. No decorrer deste último ensaio, embora 

tenha sido observado o encerramento da ferida, não foi possível identificar uma evolução 

progressiva da cicatrização, o que dificultou a distinção clara dos efeitos do zinco entre 

as diferentes concentrações em estudo. Essa limitação sugere a realização de um novo 

ensaio, incorporando registos fotográficos adicionais às 12 e 36 horas. Através desta 

abordagem será possível uma compreensão mais aprofundada do impacto do zinco na 

cicatrização das células BJ-5ta, fornecendo dados mais concretos e contribuindo para uma 

interpretação mais robusta dos resultados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Fotografias da recuperação na região vertical da ferida na presença e 

ausência de zinco. Registos fotográficos do controlo, meio com concentração de 0,1 µM, 

1 µM e 10 µM, captados às 0, 24 e 48 horas com o microscópio ótico invertido Leica DM 

IL combinado com a câmara Visicam PRO 20C, numa ampliação de 4x. 
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Na figura apresentada acima, observa-se, novamente, o encerramento completo 

da ferida, no entanto, esse efeito ocorre apenas às 48 horas tanto para o controlo quanto 

para a concentração de 0,1 µM. Contudo, a concentração de 0,1 µM revela-se mais eficaz 

na cicatrização, uma vez que, o encerramento da ferida parece mais rápido em 

comparação com o controlo. Por sua vez, as concentrações de 1,0 µM e 10 µM apresentam 

um encerramento da ferida às 24 horas, corroborando as observações previamente 

registadas. 

Na figura 21, observa-se o gráfico da recuperação da ferida ao longo do tempo 

através da percentagem de ferida aberta, referente aos três ensaios de migração realizados. 

À semelhança do que foi feito no ensaio de proliferação, os dados do ensaio de 

migração também foram submetidos à análise estatística, utilizando o teste two-way 

ANOVA, realizado no programa GraphPad Prism versão 10.  

Os dados analisados no primeiro ensaio de migração não alcançam significância 

estatística em nenhuma das marcas temporais estabelecidas, uma vez que o P-value foi 

não significativo (P-value=0,5965). O mesmo resultado foi comprovado no teste Tukey 

de comparações múltiplas, já que nenhuma das concentrações de zinco quando 

comparadas com o controlo, obteve diferenças estatisticamente significativas. 

Por outro lado, no segundo ensaio de migração os resultados sugerem a existência 

de diferenças estatisticamente significativas entre os grupos avaliados, já que foi obtido 

um P-value de 0,0454. No teste Tukey de comparações múltiplas, só a concentrações de 

10 µM apresentou alterações significativas quando comparadas com o controlo às 24 

horas, tendo obtido um P-value =0,0177. 

Por fim, no último ensaio de migração os resultados não apresentam significância 

estatística (P-value=0,1020). Apesar de não ter obtido resultados estatisticamente 

significantes na avaliação global, no teste Tukey de comparações múltiplas, as 

concentrações de 1,0 µM e 10 µM apresentaram alterações significativas quando 

comparadas com o controlo às 24 horas, tendo obtido um P-value =0,0045 e P-value 

=0,0342, respetivamente. 
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Figura 21. Evolução da cicatrização da ferida com diferentes concentrações de zinco. 

Ensaio em triplicado, e resultados apresentados em média dos três ensaios de migração 

realizados. Percentagem de ferida aberta em função do tempo em horas, para as células 

não expostas e em meio de cultura com 0,1 µM, 1 µM ou 10 µM de zinco. O eixo dos xx 

representa o tempo (horas) de exposição ao zinco, e o eixo dos yy representa a 

percentagem de ferida aberta. O controlo é apresentado a cinzento e apresenta a maior 
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percentagem de ferida aberta após 48 horas. As concentrações de zinco em estudo 

parecem ter um comportamento semelhante, mas a concentração de 10 µM destaca-se por 

apresentar a cicatrização mais eficaz. 

 

A partir da análise do gráfico acima, é evidente que as variações da área no 

controlo e nas restantes concentrações de zinco são semelhantes nas primeiras 6 horas, 

sendo que as curvas do gráfico são praticamente sobreponíveis nesse período. Contudo, 

entre as 6 e as 24 horas, bem como entre as 24 e as 48 horas, é claramente visível um 

aprimoramento no encerramento da ferida na presença de zinco. 

Por outro lado, é interessante observar que, embora as concentrações mais baixas 

de zinco tenham demonstrado menos toxicidade para as células BJ-5ta no ensaio de MTT, 

essas mesmas concentrações parecem ser ligeiramente menos eficazes na cicatrização 

quando comparadas com a concentração de 10 µM. Assim, tal como no ensaio de 

proliferação, também no ensaio de migração a concentração de 10 µM destacou-se das 

demais, apresentando uma área de ferida menor em intervalos de tempo equivalentes. 

Tanto a proliferação quanto a migração são componentes essenciais do processo 

de cicatrização. Constatou-se no ponto 4.2. que o zinco tem um papel crítico na promoção 

da proliferação, mas para além disso, este também possui propriedades que podem 

influenciar a migração celular, e estas serão discutidas de seguida, com base na literatura 

e nos resultados da presente experiência. 

O zinco é amplamente utilizado tanto oralmente quanto topicamente para 

promover a cicatrização, já que este atua na regulação do stress oxidativo, na reparação 

de membranas celulares, na reepitelização de tecidos, na angiogénese e na formação de 

cicatrizes, isto torna-o num elemento importante para facilitar a regeneração e reparação 

da pele. [126,127] Vários ensaios clínicos relatam os benefícios do zinco na cicatrização, 

indicando a sua potencial utilidade como um agente terapêutico para a melhoria da saúde 

da pele. [127,128] 

O potencial terapêutico deste microelemento deve-se ao seu papel em vários 

processos fisiológicos, tendo isto em consideração, estudos demostraram que a própria 
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deficiência de zinco no organismo pode levar a atrasos no processo de cicatrização, e 

outras anomalias dermatológicas. [126,129,130] 

Assim, dadas todas as suas propriedades, o zinco tem sido avaliado pelo seu 

potencial como tratamento alternativo para o antienvelhecimento. Para além de ser um 

componente de numerosas metaloenzimas e fatores de transcrição, essenciais para a 

regulação do metabolismo dos lípidos, proteínas e ácidos nucleicos, o zinco pode inibir a 

atividade de algumas MMPs, ajudando assim a manter a integridade da matriz 

extracelular, e prevenindo a degradação do colagénio e da elastina, que podem levar ao 

envelhecimento da pele. [79,121,131,133] Por outro lado, a sua capacidade antioxidante, e 

preventiva dos danos UV, quando conjugada com o seu efeito na função de barreira da 

pele, realça a sua utilidade na prevenção do envelhecimento da pele. [121,131]  

Focando novamente no efeito do zinco na migração, um estudo realizado por 

Gundogdu et al. (2019), utilizou diferentes concentrações de zinco (25-200 µM) numa 

linhagem de fibroblastos dérmicos humanos (HDF), e à semelhança dos dois ensaios 

anteriores (pontos 4.1 e 4.2), foi demonstrado que o zinco tem um efeito dependente da 

dose na migração dos fibroblastos, com doses mais baixas a estimular a migração celular, 

e doses mais elevadas a ter um efeito prejudicial na viabilidade celular e na cicatrização. 

[126] 

Iqra Sahibdad et al. (2023) investigou o efeito do zinco nas células-tronco 

mesenquimais (MSCs) derivadas do cordão umbilical humano (hUC). Os resultados 

confirmaram que o zinco aumentou a adesão celular, migração e potencial de auto-

renovação das MSCs, e para além de não ter efeito tóxico nas células, também promoveu 

a cicatrização. Assim, estes dados destacam o papel essencial do zinco no crescimento e 

desenvolvimento celular. 

Tal como nos estudos mencionados anteriormente, Yang et al. (2023) também 

demostrou que o zinco promove a migração celular. Mais concretamente, refere que o 

zinco não só aumenta a migração de fibroblastos da pele humana (HSF), e de 

queratinócitos humanos imortalizados (HaCaT), como também promove a transformação 

de HSFs em miofibroblastos e acelera a produção e remodelação da matriz extracelular. 

[130]  
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Chen et al. (2022) desenvolveu e a caraterizou uma estrutura metalorgânica 

(MOF) à base de zinco, denominada Zn-BTC, cujo objetivo era promover a cicatrização 

de feridas. Os autores prepararam Zn-BTC que liberta lentamente iões de zinco (Zn2+), 

e demonstraram ter efeitos antibacterianos e anti-inflamatórios favoráveis. A nível celular, 

o Zn-BTC apresentou uma baixa toxicidade para os fibroblastos e aumentou a 

proliferação e a migração celular. [134]   

Por sua vez, Tenaud et al. (2000) investigou o efeito do zinco, do cobre e do 

manganésio na migração dos queratinócitos. No ensaio “scratch assay” realizado in vitro, 

verificou-se que o zinco tem um efeito estimulante na migração dos queratinócitos em 

comparação com o controlo. Os investigadores descobriram que estes oligoelementos não 

só estimulam a migração dos queratinócitos, como também modulam a expressão de 

integrinas, que desempenham um papel na migração celular. [136]  

Um outro estudo realizado por Tandon et al. (2014), utilizou micropartículas 

galvânicas de zinco -cobre, e observou que a presença destas micropartículas aumentava 

a migração dos fibroblastos. O zinco em conjunto com o cobre, gerou uma estimulação 

elétrica de baixo nível que resultou num potencial elétrico e num aumento da produção 

de ROS. Isto, por sua vez, estimulou a migração de fibroblastos, o que comprova, mais 

uma vez, a sua importância na cicatrização. [137]  

Lin et al. (2017) explora a relação entre a deficiência de zinco e o atraso na 

cicatrização. Para além do zinco mostrar ser benéfico na migração celular durante o 

processo de cicatrização, também são realçadas as suas propriedades antioxidantes e anti-

inflamatórias, que são fatores importantes no processo de envelhecimento. [135]  

Foi ainda descoberto que o zinco tem propriedades antiandrogénicas, modula a 

atividade da 5𝛼-redutase e inibe a lisil oxidase, todos estes fatores podem ter um impacto 

na migração celular e na reparação dos tecidos, portanto o seu uso pode ser benéfico em 

condições dermatológicas. [133] Um estudo de Mahoney et al. (2009) descobriu que um 

creme composto por 0,1% de malonato de cobre-zinco regenerava significativamente as 

fibras elásticas na derme papilar, levando à redução das rugas em pacientes com pele 

fotoenvelhecida. Assim, a conjugação das propriedades fotoprotetoras e regenerativas do 

zinco, tornam-no uma alternativa promissora para tratamentos antienvelhecimento. [79]   
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Por conseguinte, com base nos dados disponíveis na literatura, e nos resultados 

obtidos ao decorrer dos três ensaios, a presença de zinco pode ser benéfica para a 

migração das células BJ-5ta, contribuindo para uma cicatrização mais eficiente da ferida, 

sendo importante referir que a concentração de 10 µM demostrou ser mais eficaz ao longo 

dos ensaios. No entanto, para uma melhor diferenciação entre concentrações de zinco em 

estudo, é fundamental considerar a necessidade de replicar os ensaios, e realizar registos 

fotográficos a outros intervalos temporais. 
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5. CONCLUSÕES E PERSPETIVAS FUTURAS   
 

 

O zinco tem sido utilizado terapeuticamente durante séculos, como tal efetuaram-

se vários ensaios de forma a verificar o seu potencial como um agente antienvelhecimento 

e de modo a fazer uma caracterização mais aprofundada do comportamento das células 

BJ-5ta na presença deste elemento.  

Diante do exposto, pode afirmar-se que, com esta linhagem de fibroblastos, o 

zinco demonstra capacidade de promover tanto a proliferação quanto a migração celular, 

proporcionando, assim, uma aceleração no processo de recuperação cutânea. Essas 

conclusões são apoiadas pela revisão da literatura, corroborando a eficácia do zinco com 

base nas informações recolhidas.  

É importante ressaltar que a resposta ao zinco é dependente da sua concentração, 

sendo que a concentração de 10 µM destacou-se como a mais favorável em relação às 

restantes e ao grupo de controlo, conforme evidenciado tanto no ensaio de proliferação 

quanto no ensaio de migração. No entanto, embora a concentração de 10 µM tenha 

demonstrado os melhores resultados em termos de benefício clínico, é essencial 

considerar a toxicidade associada a cada concentração para garantir a segurança e eficácia 

do tratamento. Nesse contexto, no ensaio de citotoxicidade, a concentração de 0,1 µM 

destacou-se como sendo a menos tóxica para as células BJ-5ta, sugerindo que, apesar de 

uma menor eficácia em termos de benefício clínico, essa concentração pode ser mais 

segura e adequada para uso terapêutico a longo prazo, assim, este cenário enfatiza a 

complexidade da avaliação de fármacos, onde o benefício clínico pode superar os riscos 

associados a determinadas concentrações, requerendo uma análise cuidadosa para 

determinar a concentração mais adequada para o uso terapêutico. Para além disso, foram 

obtidas conclusões a nível dos tempos a utilizar no ensaio de migração, já que os três 

ensaios efetuados teriam usufruído de registos fotográficos às 12 e às 36 horas, registos 

esses que dado a limitações temporais não foram realizados. 

É fundamental reconhecer que tanto no processo de cicatrização quanto no 

envelhecimento, a complexidade da pele transcende os fibroblastos da derme. Uma 
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variedade de células cutâneas, mediadores químicos e celulares, desempenham papéis 

essenciais em ambos os processos. Nesse sentido, a influência do zinco não pode ser 

simplificada apenas em termos de migração e proliferação celular. No entanto, estes 

modelos não deixam de representar uma parte fundamental da fase inicial nas 

investigações, com potencial para reduzir estudos em animais, para além de serem mais 

acessíveis e económicos. Esta abordagem pode ajudar a identificar candidatos 

promissores para estudos mais avançados, como estudos de explante de pele ex vivo e, 

eventualmente, ensaios em animais. Contudo, é essencial reconhecer as limitações dos 

estudos in vitro em relação à natureza complexa da pele e a necessidade de complementar 

esses estudos com abordagens mais abrangentes e translacionais. 

As dificuldades na prevenção do envelhecimento representam uma preocupação 

crescente, que tem vindo a ganhar importância para a sociedade não só a nível estético, 

mas também pelos potenciais riscos que acarreta. A influência do zinco neste contexto 

ainda não é totalmente elucidada, pelo que há uma necessidade de desenvolver pesquisas 

mais aprofundadas nesta área, considerando os potenciais riscos associados às estratégias 

de antienvelhecimento. 
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