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"Science is not limited to laboratories and equations; it is a way of

seeing and understanding the world, and its wonders are accessible
to all."”

- Rachel Carson

“Nothing in life is to be feared, it is only to be understood. Now is
the time to understand more, so that we may fear less.”

— Marie Curie
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Resumo

A luta contra o envelhecimento ¢ um grande desafio no século XXI, especialmente
na sua a¢do sobre a pele. A mudanga nas propriedades biomecanicas das células cutaneas,
particularmente dos fibroblastos dérmicos, esta relacionada a perda de tecido cutaneo,
causando rugas e outros sinais visiveis. Durante o envelhecimento, a derme sofre uma
redugdo na produgdo de colagénio e elastina, levando a uma diminui¢do na producao da

matriz extracelular e na eficiéncia dos fibroblastos.

A pele envelhecida possui menos miofibroblastos ativos, reduzindo a sua
capacidade de remodelacdo da matriz extracelular. Isso resulta numa cicatrizagdo menos
eficiente, podendo até levar ao aparecimento de patologias da pele mais graves. Portanto,
uma melhor compreensao dos mecanismos envolvidos nestes processos € necessaria para

desenvolver produtos eficazes que reduzam os sinais visiveis do envelhecimento.

O zinco desempenha um papel crucial na cicatrizagdo, uma vez que, os seus i0es
sd0 essenciais para a homeostasia da pele e tém efeitos benéficos na cicatrizacao de
tecidos danificados, devido ao seu papel em véarios processos metabdlicos e na regulacao

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

O presente trabalho consistira em duas partes distintas: na primeira, uma pesquisa
bibliografica para resumir o estado da arte sobre o zinco, as suas propriedades e aplicagdes
como um potencial agente de antienvelhecimento, bem como a sua importancia no
processo de cicatrizagdo. A segunda parte sera focada em ensaios laboratoriais in vitro,
utilizando uma linha celular de fibroblastos BJ-5ta para investigar o papel do zinco nesse

Pprocesso.

A discussao final abordard as minhas conclusdes da pesquisa bibliografica e dos
resultados laboratoriais, incluindo as técnicas usadas, plano experimental, ensaios e

andlise dos dados, sempre alinhados com os objetivos estabelecidos.

Palavras-chave: pele, envelhecimento, células BJ-5ta, cicatrizagdo, 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. INTRODUCAO

1.1. Foco do estudo

No século XXI, o combate ao envelhecimento da pele surgiu como um desafio
preponderante, visto que a nivel mundial o indice de envelhecimento da populagdo com
idade > 65 anos em 2020 era de 9,3%, podendo aumentar para 18% em 2060 e 23% em
2100.M

O envelhecimento da pele ¢ um processo complexo influenciado por varios fatores
fisicos, biologicos e bioquimicos que tém um impacto negativo na estrutura e func¢ao da
pele.!? Estas alteragdes englobam o desgaste da epiderme, a redugio da renovagao celular,
o enfraquecimento dérmico e a perda de tecido adiposo subcutaneo e de massa muscular,
conduzindo coletivamente a flacidez da pele e as rugas. Além disso, as alteracdes da pele
relacionadas com o envelhecimento podem resultar numa cicatrizagdo pouco eficiente, e,
consequentemente, promover a manifestacdo de patologias cutdneas correlacionadas.
Esta questdo sublinha a necessidade do desenvolvimento de estratégias de
antienvelhecimento eficazes, que podem envolver intervengdes que visem mecanismos
celulares e extracelulares para restaurar parcialmente a integridade funcional da pele

envelhecida. [>!

A pele, embora seja extremamente resistente, sofre alteracdes inevitdveis
associadas a idade, que se tornam cada vez mais relevantes com o aumento da esperanca
média de vida.[*! Estas alteracdes intrinsecas, associadas a fatores externos como a
exposi¢do ao sol, comprometem a funcionalidade da pele, e podem mesmo levar a uma

morbilidade significativa nos individuos idosos.!

Além disso, o impacto dos problemas relacionados com a cicatrizacdo impoe
custos financeiros substanciais, que sdo amplificados pelo envelhecimento da populagao
e pela prevaléncia de doengas concomitantes. Assim, a medida que a populagdo idosa
aumenta, as intervencoes dermatologicas médicas e cosméticas, bem como a necessidade
de investigacao nesta area, serdo fundamentais para prevenir os problemas da pele, e desta

forma melhorar a sua qualidade de vida de um modo geral. (7]
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Esta preocupacao ¢ de extrema importancia para os laboratorios de cosmética
devido ao vasto mercado que representa, como tal os avancos nas inovagdes e tecnologias
na area da satide promoveram uma interligacdo entre o dominio dos medicamentos e dos
cosméticos. Esta integracdo tem como objetivo criar produtos multifacetados, eficazes e
seguros, reforcando ao mesmo tempo a necessidade de criagdo de métodos que

proporcionem uma percec¢ao mais clara dos efeitos pretendidos por parte destes produtos.
(2]

Perante o exposto, a presente tese incorpora também uma componente pratica que
permite complementar o enquadramento teérico. A investigagdo laboratorial envolveu o
desenvolvimento de varios tipos de ensaios que testaram o efeito do zinco nos fibroblastos
da pele, em especifico nas células BJ-5ta, assim, para além de contribuir para a ampliagdo
do conhecimento cientifico, a realizacdo dos ensaios laboratoriais proporcionou uma
oportunidade tinica de aprofundar a minha compreensao dos conceitos tedricos ao aplica-

los em um contexto pratico.

Inicialmente, elaborou-se um ensaio de citotoxicidade, de modo a testar a
concentragdo de zinco que seria mais adequada para utilizar nas células em causa,
seguidamente, com base nos resultados deste ensaio foi possivel avangar para a proxima

fase da experiéncia.

Na segunda etapa da componente pratica, realizaram-se ensaios de proliferacao e
migracao, que foram fundamentais para melhor analisar o comportamento das células BJ-
Sta na presenca das diferentes concentragdes de zinco, e comparar os seus efeitos com
aqueles observados no grupo de controlo. Assim, foi possivel obter conclusdes sobre o
impacto deste microelemento nas células, nomeadamente, na taxa de aumento do nimero

de fibroblastos, e a sua influéncia na migragao celular.

Ao integrar tanto os conhecimentos tedricos como os resultados experimentais,
esta pesquisa fornece uma compreensao abrangente da relagao entre o envelhecimento, a

saude da pele e as potenciais aplicagdes terapéuticas do zinco.
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1.2. Estrutura e funcoes da pele

A pele faz parte do sistema tegumentar e é o maior 6rgdo do nosso corpo ), sendo
uma estrutura extremamente versatil que compreende trés camadas representadas e
descritas na figura 1, nomeadamente, a epiderme, a derme e a hipoderme (ou camada
subcutanea), que t€m varias fungdes primadrias, incluindo protecdo, regulacio térmica,

0.3%131 A pele tem cerca de 1,8 m? de extensio,

secrecao, excrecdo, sensacao e absorcga
sendo a principal barreira protetora contra diversos agentes patogénicos, € contribuindo
para manter a homeostase do nosso organismo, por isso esta pode ser utilizada como

modelo para refletir o bem-estar geral. 1]

A epiderme ¢ a camada mais externa da pele, e funciona como uma barreira fisica,
impedindo a perda de dgua do organismo, ¢ protegendo-o da entrada de substancias
exodgenas. ) Esta fina camada, com cerca de 0,1 mm de espessura, ¢ composta por quatro
ou cinco subcamadas de células epiteliais, dependendo da localizagao no corpo: o stratum

basale, o spinosum, o granulosum, o lucidum e o corneum.®”]

Os queratindcitos constituem a maioria das células epidérmicas, e desempenham um
papel importante, proporcionando uma barreira impermeavel ao ambiente externo e

limitando a perda excessiva de 4gua do organismo. [*!

Além disso, os melandcitos e células de Langerhans também estdo presentes. ['!l Os
melandcitos desempenham um papel importante na protecdo contra a radiagdo
ultravioleta (UV) através da producdo de melanina. As células de Langerhans sdo as
tinicas células especializadas na apresentacdo de antigénios presentes na epiderme. E
importante referir que a epiderme ndo possui a sua propria rede de vasos sanguineos,

sendo nutrida pelos vasos sanguineos subjacentes. (5]

A derme esté inserida entre a epiderme e o tecido subcutaneo, e ¢ fundamental para a
integridade e fun¢do da pele. [¥1 Esta camada mais espessa, que pode ter até 3-4 mm de
espessura, tem um contetdo celular inferior ao da epiderme, e é constituida 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 sanguineos e linfaticos, terminagdes nervosas, glandulas

sudoriparas e foliculos capilares. 5]
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Os fibroblastos sao as células principais da derme que sintetizam os componentes da
matriz extracelular (MEC), estes por sua vez conferem a pele estrutura, forca e
flexibilidade. Para além disso, estas células sdo também necessarias para o
desenvolvimento e manuten¢io dos foliculos capilares. ) A derme é densamente
vascularizada, e as suas propriedades funcionais sdo criticas para a saude e funcdo da

pele. B8

A camada mais profunda da pele ¢ a hipoderme, também conhecida por camada
subcutanea.®! Esta camada esta localizada abaixo da derme e é composta principalmente
por tecido conjuntivo que, consoante o local, forma camadas méveis ou grandes bolsas
de tecido adiposo, podendo funcionar como um modo de armazenamento de gordura,

isolamento e amortecimento para o tegumento. %]

Os principais tipos de células na hipoderme s3o os fibroblastos, células adiposas e
macrofagos. ) A hipoderme tem um papel importante na homeostasia adiposa e ¢é
particularmente rica em recetores acoplados a proteina G, que regulam a lipdlise, e a
secre¢do da adiponectina e da leptina.l'?! Além disso, esta camada serve para conectar a
pele ao tecido fibroso subjacente dos ossos e musculos, desempenhando um papel

importante na estrutura e fungdo da pele. 1!

Stratums Epldel me
corueum, —t-‘ ~ | Células mortas que C'olgénio o
Tucidum [ i r contém queratina Fibroblasto dérmico
granulosum_ [ /o o .' .~ Gréanuloslamelares Flastiiia
s (S 4 célulade Langerhans Neutréfilo
) )’r’. ! IR i
| ° ."'o Queratinocitos o
spinosum| |® ® ® astécito
Linfocito T
Célula dendritica
| Melanéeito ~ Célula estaminal
basale| | Célulade Merkel  mesenquimal
I Derme Deposito adiposo
Epiderme
Derme
Hipoderme
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Figura 1. Esquema das camadas da pele. As indica¢des na imagem apontam para: (1)
fio de cabelo; (2) stratum cornenum; (3) poro sudoriparo; (4) foliculo piloso; (5) musculo
eretor do pelo; (6) glandula sebacea; (7) nervo; (8) glandula sudoripara écrina; (9) plexos
vasculares cutaneos; (10) depdsito adiposo. As secgoes (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 sdo células essenciais nos tecidos conjuntivos, visto que sintetizam e
preservam a fun¢do da MEC, garantindo a integridade estrutural de varios tecidos do
organismo.['> Tém uma forma alongada e fusiforme, e sendo o principal componente do
tecido conjuntivo para além de se encontrarem na pele, estdo em praticamente todos os
tecidos e orgdos do organismo, e apesar da sua omnipresenca, sdo um tipo de célula

heterogéneo, o que dificulta a total compreensao das suas fungdes. [16-18]

Desde o desenvolvimento embrionario 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. '’! Além disso, os
fibroblastos desempenham um papel importante na cicatrizagdo, na remodelacdo de
tecidos, e na inflamacdo, visto que interagem com as células do sistema imunitario, e

regulam os neuropeptideos nos locais das feridas. !>!7]

De um modo geral estas células fornecem informagdes tanto sobre o processo de
envelhecimento dos 6rgaos, como do proprio individuo, para além do seu envolvimento
na manutengao e reparacao dos tecidos. Apesar da sua diversidade, os fibroblastos sdo um

componente celular importante e dindmica da biologia dos tecidos. 17
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1.3. O processo de envelhecimento dermatologico

O envelhecimento da pele ¢ um processo complexo e multifatorial, sendo
caracterizado por uma regeneracdo mais lenta e eventual erosdo da sua estrutura e
funcionalidade. ['*!1 A pele, sendo o0 maior 6rgdo do corpo, sofre uma série de alteragdes
com a idade que estdo sumarizadas na tabela 1, afetando as suas fung¢des, aparéncia e a

qualidade de vida do individuo no geral. (%

Medir o envelhecimento com precisdo ¢ desafiador devido a sua natureza
multifacetada e a variabilidade individual, muitas vezes ndo relacionada com a idade
cronoldgica, no entanto, compreender a fisiopatologia inerente ao envelhecimento da pele
é crucial para que este processo ocorra de uma forma saudavel. 2] Para responder as
necessidades dermatoldgicas da populagdo, ¢ fundamental compreender as alteragdes
estruturais e funcionais que ocorrem na pele ao longo do tempo, tanto intrinseca como

extrinsecamente. (20221

O envelhecimento da pele é um processo em que a degradacdo do seu estado se
deve aos efeitos sinérgicos do envelhecimento cronologico, do fotoenvelhecimento, da
deficiéncia hormonal e dos fatores ambientais.!*?] O aspeto da pele envelhecida resulta de
uma combinacao de fatores genéticos (intrinsecos) e de influéncias externas (extrinsecas),
nomeadamente a exposi¢do solar e o tabagismo. Enquanto o envelhecimento intrinseco
segue um curso previsivel, o impacto dos fatores ambientais varia € ndo ¢ inevitavel para
todos. Estes fatores contribuem para alteragdes nas células da pele e nos componentes da

matriz extracelular, afetando a forca, a elasticidade e a hidratagdo da pele. [232]

As variaveis intrinsecas, incluindo as alteragdes estruturais € hormonais, resultam
numa diminui¢do da sintese de colagénio e do suporte vascular. 2! Este processo de
envelhecimento interno provoca o enfraquecimento da pele, a sua flacidez e a formagao

de rugas, principalmente nas camadas de células basais. !/

Os fatores extrinsecos, como a radiacdo UV (UVA e UVB) e os poluentes
ambientais, aceleram o envelhecimento da pele, sendo por isso fundamental proteger a

pele das influéncias ambientais, especialmente da radia¢io UV. [1922]
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Tabela 1. Resumo das principais alteracées morfoldogicas e funcionais durante o
processo de envelhecimento da pele. Adaptado de Elsner et al. (2011) e Fenske &

Lober (1986). [21:%]
Sintomas
Diminuicio da espessura da epiderme
Atrofia do stratum spinosum

Aumento da heterogeneidade do tamanho das

células basais
Reposicio lenta de liquidos

Diminuicdo do nimero de melandécitos, e da

sua heterogeneidade

Diminuicdo do numero de células de

Langerhans

Enfraquecimento da juncio dermo-

epidérmica

Diminuicio da espessura da derme
Diminuicdo do nimero de fibroblastos
Diminuicio do numero de mastdcitos

Reducio e desintegracao das fibras elasticas e

do colagénio

Reducao da microvasculariza¢io cutinea

Diminuicido da atividade mitdética, e
prolongamento da duracio do ciclo celular,

bem como do tempo de migrac¢io

Atrofia da matriz extracelular (MEC)

Causas

Aumento da vulnerabilidade e fragilidade da

pele

Fungdo de barreira alterada

Canicie, hipomelanose gutata idiopatica,

lentigines solares

Diminuic¢ao da fun¢ao imunitaria da pele

Diminuicao da area de contacto superficial

Reducao da firmeza e da elasticidade

Sensibilizagao as forgas de tensao, formagao de

linhas finas

Reducao da reatividade vascular cutanea,
desequilibrio da termorregulagdo e fornecimento

de nutrientes

Diminuic¢ao da descamacao, atraso na

cicatrizagao

Redugdo da firmeza e da elasticidade
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1.3.1. Envelhecimento intrinseco

O envelhecimento intrinseco da pele é um processo complexo impulsionado
por fatores genéticos, metabdlicos e hormonais, que levam a alteragdes estruturais e
funcionais na pele. Os mecanismos fundamentais deste processo nao sao totalmente
conhecidos, no entanto, as principais teorias propostas incluem a senescéncia celular, o

encurtamento dos telémeros, o stress oxidativo, e as influéncias hormonais. *!-2!

Senescéncia celular

A senescéncia celular ¢ caracterizada pela diminui¢do da capacidade de
replicagdo celular e pelo encurtamento dos telémeros, desempenhando um papel crucial
no envelhecimento intrinseco da pele. Os telémeros protegem a estabilidade dos
cromossomas, mas sofrem um encurtamento progressivo durante a divisao celular até
atingirem um comprimento critico, desencadeando a paragem do ciclo celular e a
senescéncia. 2?71 Varios fatores de stress, incluindo a disfungio dos teldomeros, a ativacio
de oncogenes, alteragdes na estrutura da cromatina, stress epigenético e stress oxidativo,
podem também desencadear a senescéncia. A acumulacdo de células senescentes nos
tecidos envelhecidos sublinha o seu papel no comprometimento de processos fisiologicos
como a regeneragao, contribuindo para o envelhecimento do organismo e para as doengas

relacionadas com a idade. (2%

A senescéncia celular nos fibroblastos dérmicos influencia significativamente
o envelhecimento da pele ao induzir um declinio na capacidade proliferativa e a paragem
do ciclo celular, principalmente na fase GO/G1. Os genes reguladores associados a
progressdo do ciclo celular sdo regulados negativamente, enquanto os inibidores das
proteinas quinases dependentes da ciclina sdo regulados positivamente, promovendo

ainda mais a paragem do ciclo celular. 23]
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Stress Oxidativo

O envelhecimento intrinseco da pele ¢ afetado por diversos fatores, entre os
quais se destaca o aumento na producao de espécies reativas de oxigénio (ROS). O stress
oxidativo surge da acumulagdo dessas ROS, sendo as mitocondrias as principais fontes
enddgenas desse fenomeno.?”! A acumulagio de ROS leva a danos oxidativos nos
componentes celulares, incluindo ADN, lipidos e proteinas, perturbando a homeostase
celular e as vias de sinalizagdo. Estes danos oxidativos contribuem para a degradacdo do
colagénio dérmico e das fibras eldsticas através da regulacdo positiva das
metaloproteinases da matriz (MMPs), perpetuando um ciclo de danos e envelhecimento

dos tecidos. [26:27:31]

Fatores hormonais

As alteragdes hormonais, nomeadamente a diminui¢do dos niveis de
estrogénio e testosterona, exacerbam o envelhecimento da pele, especialmente em
mulheres na menopausa, resultando em secura, rugas, degradacdo do colagénio e perda
de elasticidade. A terapia de substituicdo hormonal (TRH), especialmente com estrogénio,
pode atenuar esses efeitos, possivelmente influenciando a producao de antioxidantes na

pele. 27321

A transicdo para a menopausa resulta em modificagdes endocrinoldgicas que
levam a diminuicao dos foliculos ovarianos e a redugao na sintese de estradiol, causando
alteragdes como sangramento irregular e atrofia urogenital. Essas mudangas hormonais
contribuem para a diminui¢do da deposi¢do de colagénio, resultando em rugas e

fragilidade na pele, aumentando a suscetibilidade a danos e infegdes. (27323

1.3.2. Envelhecimento extrinseco

O  envelhecimento  extrinseco, muitas  vezes  designado  por
fotoenvelhecimento, resulta principalmente de fatores externos, nomeadamente da
exposi¢do continua a radiagdo UV. 3] Embora os raios UV sejam responséveis por

aproximadamente 80% do envelhecimento facial, € importante salientar que este processo
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nao ¢ exclusivamente desencadeado pela exposicao solar, j4 que outros elementos
ambientais, como o tabagismo, a poluicdo, a radiagdo infravermelha e os habitos de vida,

também desempenham um papel significativo na acelera¢do do envelhecimento da pele.
[24,34,35]

Radiacio solar

A exposic¢do excessiva a radiagdo UV, predominantemente da exposicao solar,
constitui um fator extrinseco significativo que contribui para o envelhecimento da pele.
Ao contrario do envelhecimento intrinseco, que se caracteriza pelo afinamento da pele, a
exposicao a radiacdo UV resulta num espessamento da epiderme, sobretudo no estrato

corneo, devido a falha na degradagdo dos cornedcitos. 24321

A radiagdo UV também interfere na producdo de colagénio, especialmente do
tipo VII, essencial para a ancoragem das fibrilhas na jun¢do dermo-epidérmica. A
degradagdo do colagénio, principalmente do tipo I, facilitada por varias proteases,
incluindo as MMPs, contribui adicionalmente para o aparecimento de rugas na pele
fotoenvelhecida. Outro aspeto distintivo da pele fotoenvelhecida ¢ a elastose solar,
caracterizada pela acumulagdo de tecido elastico anormal nas camadas profundas da

derme, 34361

Além disso, a exposi¢do aos raios UV leva a disfunc¢do endotelial, resultando
numa diminuicdo da fung¢do microvascular, caracterizada por uma capacidade
angiogénica reduzida, uma expressdao anomala de moléculas de adesdo e uma funcao
vasodilatadora comprometida. Estas alteracdes multifacetadas sublinham a interagdo
complexa de fatores extrinsecos no processo de envelhecimento da pele, fornecendo

perspetivas valiosas para potenciais alvos terapéuticos. 4343

Do ponto de vista clinico, o fotoenvelhecimento manifesta-se através de rugas,
flacidez e um aspeto semelhante a couro, principalmente devido a alteragdes estruturais

no tecido conjuntivo dérmico. [*¢]
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Tabagismo

O tabagismo esta 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 a volta dos olhos e da boca. [

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 produg¢do de procolagénio dos tipos I e I1I, enquanto induz a expressao
de MMP-1 e MMP-3, perturbando assim a regulacdo da matriz extracelular nos

fibroblastos da pele. 32-]

Para além disso, o tabagismo diminui o fluxo sanguineo capilar para a pele,
levando a privagao de oxigénio e nutrientes € 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. 32353

Outros fatores

Os fatores extrinsecos, incluindo a polui¢do, a radiagdo infravermelha (IV) e
as escolhas de estilo de vida, contribuem significativamente para o envelhecimento da

pele.

A poluicdo, particularmente a poluicdo por particulas finas e o ozono, acelera
o envelhecimento da pele ao induzir o stress oxidativo e ao esgotar os antioxidantes. A
exposicao prolongada a radiagdo infravermelha eleva a temperatura da pele, ativando

enzimas que degradam o colagénio e as fibras elasticas, provocando rugas e elastose solar.
34,36]

Tanto a poluigdo do ar exterior como a do ar interior, especialmente a
proveniente do transito e da combustdo de combustiveis fosseis, exacerbam as

manifestacdes de envelhecimento da pele, como as manchas pigmentadas e as rugas. [*4

Além disso, as condi¢des ambientais, como a temperatura € a humidade, bem

como os habitos de vida, nomeadamente a alimentacao e a posi¢ao de dormir, influenciam
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a integridade e o envelhecimento da pele. *?! Reconhecer e tratar estes fatores extrinsecos

¢ crucial para manter a saude da pele e retardar o processo de envelhecimento.

1.4. O processo de cicatriza¢ao

A cicatrizagdo ¢ um processo complexo, provocado por uma resposta imunitaria
inata ), que envolve quatro fases distintas: a hemdstase, que comega imediatamente apos
a lesdo; a fase inflamatdria, que se inicia pouco tempo depois; a fase proliferativa, que
comeca passado alguns dias e engloba os principais processos da cicatrizacdo; ¢ a fase de
maturacdo, que marca a formagao de tecido cicatricial, que pode prolongar-se até um ano
ou mais. 73738 Interacdes coordenadas entre sistemas imunologicos e biologicos
conduzem este processo, com diferentes tipos de células que aparecerem no leito da ferida
nas varias fases, assegurando uma sequéncia de eventos organizada e precisa, tal como

pode ser observado na figura 2. 3747]

Essencialmente, a cicatrizagdo ¢ um processo fisioldgico altamente harmonioso
que tem como objetivo restaurar a integridade da pele apds traumas, cortes ou lesdes.
3739 As citocinas desempenham papéis fundamentais em vérias etapas, incluindo o
estimulo da producdo de componentes da membrana basal, a prevencao da desidratagao,
o refor¢o da inflamacdo e a aceleragdo da formagdo de tecido de granulacdo. Isso
demonstra a complexidade do processo de cicatrizagdo bem como os seus efeitos estéticos

e funcionais. [**°]

1.4.1. Fase de coagula¢io, vascular ou hemostase

Na fase inicial da cicatrizacdo, conhecida por hemdstase, decorre uma série de
eventos altamente regulados, que se sucedem segundos a minutos apés a lesdo. [*8) Esta
fase ¢ critica para dois objetivos principais: parar a hemorragia excessiva e estabelecer as

bases para os processos de cicatrizagio seguintes. 7!
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Inicialmente h4a uma formacao de coagulos e ativacao de plaquetas, nesta fase os
vasos sanguineos contraem-se para reduzir a perda de sangue apdés uma lesdo. As
plaquetas, que sdo constituintes essenciais do sangue, ligam-se a camada subendotelial
exposta e sdo ativadas. *® Seguidamente, as plaquetas ativadas retinem-se no local da
lesdo e formam um coagulo inicial, este coagulo ¢ constituido por varias proteinas
diferentes, incluindo fibrina, fibronectina, vitronectina e trombospondinas. 3% O
coagulo sanguineo ndo s6 previne a hemorragia, como também atua na forma de uma
matriz provisoria. Esta estrutura promove a migragao de diversas células essenciais nas

fases posteriores da cicatrizagio de feridas. "]

Posteriormente ocorre uma libertacdo dos fatores de crescimento, visto que as
plaquetas contém granulos o 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-p (TGF-B), o fator de crescimento
epidérmico e os fatores de crescimento semelhantes a insulina.[’*”*] Estes fatores de
crescimento sdo essenciais para iniciar e atrair células cruciais envolvidas nas fases

posteriores da cicatrizacdo, tais como neutrofilos, macrofagos, células endoteliais e

fibroblastos. #]

De seguida, substancias quimicas vasoativas, como as catecolaminas e a
serotonina, atuam em recetores especificos no endotélio dos vasos sanguineos. [*3) Em
alguns locais, este mecanismo induz vasoconstricdo, enquanto noutros provoca
vasodilatacdo. A vasodilatacao permite que células vitais como os leucocitos, os globulos
vermelhos e as proteinas plasmaticas entrem na zona da ferida. A vasoconstri¢do inicial ¢
seguida pela vasodilatacdo, que ¢ auxiliada por trombdcitos que se infiltram na matriz

38,40

provisoria da ferida. B84 A vermelhidio local (hiperemia) e o edema da ferida resultam

da transi¢do da vasoconstri¢do para a vasodilatagdo. ("]

A hemostase esta intrinsecamente relacionada com o inicio do processo
inflamatério. As plaquetas e os leucocitos segregam citocinas e fatores de crescimento,
que promovem a inflamago. *84% As interleucinas (IL-1a, IL-1B, IL-6 ¢ TNF-a) estdo
entre as substancias quimicas envolvidas na fase inflamatoria, na sintese de colagénio, na

angiogénese, na transformacio dos fibroblastos e na reepitelizagdo. [**4"]
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1.4.2. Fase inflamatoria

A fase inflamatoria ¢ uma etapa crucial caracterizada pela secre¢ao sequencial de
células imunitérias, cada uma desempenhando um papel especifico no processo de
cicatrizacdo. Esta fase serve para eliminar os agentes patogénicos e o tecido danificado,

enquanto promove a reparacio da lesdo. 741!

Durante a fase inflamatoria inicial, os neutrdfilos sdo as primeiras células
imunitérias a chegar ao local da ferida, normalmente dentro de 24 horas. *!] A sua
principal fungao ¢ a fagocitose, que envolve a ingestao e digestao de bactérias, particulas
estranhas e detritos. Varios agentes quimiotaticos, incluindo TGF-, componentes do
complemento (C3a e C5a) e produtos bacterianos, atraem os neutréfilos para a ferida.
37411 Os neutrofilos aderem as células endoteliais e migram para a ferida, onde libertam
enzimas proteoliticas e espécies reativas de oxigénio para destruir os agentes patogénicos.
E importante salientar que, quando todas as bactérias contaminadas sdo eliminadas, a
atividade dos neutrofilos se altera gradualmente ap6s a lesdo, isto significa que o excesso
de neutrofilos deve ser removido da ferida para que a cicatrizagdo avance para a fase
seguinte. P73 Isto ¢ conseguido através de apoptose e extrusdo, o que evita danos nos

tecidos e inflamacgao excessiva.

Na fase inflamatoria tardia, que ocorre aproximadamente 48 a 72 horas apos a
lesdo, os macrofagos tornam-se importantes, pois sdo formados a partir de mondcitos do
sangue e sofrem alteragdes fenotipicas ao chegarem a ferida, transformando-se em

[37.38

macrofagos teciduais. | Viérias substincias quimiotaticas, como os fatores de

coagulac¢do, os componentes do complemento e as citocinas, como o PDGF, o TGF-f e o

a. 374 Os macréfagos tém um

leucotrieno B4, atraem os macrofagos para o local da ferid
tempo de vida mais longo do que os neutréfilos e continuam a efetuar a fagocitose, estes
tétm um papel regulador importante, especialmente nas fases finais da resposta
inflamatoria. Os macrofagos ndo s6 eliminam os residuos, as células mortas e os
neutrofilos perdidos, como também segregam citocinas e fatores de crescimento
importantes, que recrutam e ativam outras células envolvidas no processo de reparagao,
nomeadamente os fibroblastos e as células endoteliais. [***!) Os macrofagos M1 e M2

sao os dois principais tipos de macrofagos. Os macrofagos M1 sdo pro-inflamatdrios e

dominam a fase inflamatoria inicial, por sua vez os macrofagos M2 promovem a
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regeneracdo dos tecidos estimulando os queratindcitos, a angiogénese e a sintese da

matriz extracelular, dominando as fases posteriores da reparacao. [7-*9401

Os linfocitos sdo as ultimas células imunitarias a entrar na ferida, normalmente
apos mais de trés dias. O seu papel especifico na cicatrizacao de feridas ainda ndo esta

0. 31 No entanto, pensa-se que os linfocitos podem influenciar o

totalmente definid
processo de cicatrizacdo através de interacdes intercelulares com macréfagos, plaquetas,
queratinocitos e fibroblastos, ou através da libertagdo de citocinas que desempenham um

papel na remodelacdo dos tecidos. [”!

A fase inflamatdria também inclui alteragdes ao nivel dos vasos sanguineos,
incluindo vasoconstrigdo e vasodilatagdo, que contribuem para a manuten¢ao da
integridade vascular e para a forma¢ao de uma matriz temporaria para a migragao celular,
que promove a regeneracao dos tecidos e a migracao de células para o local da ferida,

permitindo que a pele retome a sua fungio de barreira protetora. (2340411

1.4.3. Fase proliferativa ou de reparacio

A fase proliferativa ¢ caracterizada por uma série de processos inter-relacionados
que trabalham em conjunto para reconstruir o tecido lesionado. Este periodo comeca logo

37411 Um dos principais objetivos durante esta

apos a lesdo e dura cerca de duas semanas.
fase é a reepitelizacio, que envolve a proliferagdo e migragio de queratindcitos. '*11 As
células estaminais epidérmicas e as que residem nos foliculos pilosos contribuem para

este processo, com o objetivo de restaurar a camada epitelial protetora sobre a ferida. [*7:4!]

Os fibroblastos sdo outro elemento fundamental na cicatrizagao, pelo que também
se tornam muito ativos durante esta fase, e proliferam em resposta a fatores de
crescimento como o TGF-§ e o PDGF, que sdo libertados pelas células inflamatdrias e
pelas plaquetas. Os fibroblastos nao s6 se multiplicam como também sintetizam
componentes cruciais para a MEC, incluindo colagénio, proteoglicanos e
glicosaminoglicanos, que por sua vez fornecem suporte estrutural para a repara¢do dos
tecidos e migragdo celular. 374 O colagénio ¢ um componente essencial para a

integridade dos tecidos, inicialmente, o colagénio de tipo III ¢ o mais predominante no
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tecido de granulacdo, mas a sua composi¢ao muda ao longo do tempo, e a medida que a

cicatrizagdo vai progredindo. 3741

Durante esta fase também ocorre a angiogénese, ou seja, a formagao de novos
vasos sanguineos, ¢ um processo fundamental durante esta fase, sendo estimulada por
vérios fatores de crescimento, como o VEGF e o PDGF. 73] Os novos vasos capilares
estendem-se para o codgulo da ferida, estabelecendo uma rede microvascular que fornece

oxigénio e nutrientes as células lesionadas. %!

Os fibroblastos também se podem diferenciar em miofibroblastos, células com
propriedades contracteis, estes, por sua vez, contribuem para a contragao da ferida, um
evento crucial no processo de cicatrizagdo que ajuda a unir os bordos da ferida, uma vez

cumprido o seu papel, alguns fibroblastos sofrem apoptose e sio eliminados. [/l

Simultaneamente, a epitelizacdo continua a medida que as células epiteliais
migram a partir dos bordos da ferida, esta migracao ¢ facilitada por vias de sinalizagdo
especificas, fatores de crescimento como o EGF, o KGF, o IGF-1 e o NGF, e pela

libertacdo de lipidos e ativa¢io de cinases associadas @ membrana. %4

A remodelacdo vascular ocorre para restabelecer a rede vascular da pele. Fatores
de crescimento como o VEGF e o PDGF iniciam este processo. B As células
endoteliais desempenham um papel vital ao proliferarem, migrarem e formarem novos
vasos sanguineos. As células perivasculares, como os pericitos, sdo recrutadas para

estabilizar estes vasos. [4]

O tecido de granulacao, que ¢ um tecido de transi¢ao, substitui a matriz provisoria
(constituida por fibrina e fibronectina), este ¢ composto por uma popula¢do densa de
fibroblastos, granulécitos, macréfagos e capilares sanguineos. B7#411 Os fibroblastos do
tecido de granulagdo sdo responsaveis pela produgdo de colagénio e de outros
componentes da MEC, o que contribui para a migracdao celular e a cicatrizacdo dos

tecidos. 37411

Além disso, o sistema imunitario ajuda a regular o processo de cicatrizagdao. Os
linfocitos B e T estdo envolvidos, com varias citocinas e fatores de crescimento que

influenciam os mecanismos celulares, como a migragao, a proliferacdo e a diferenciagao.
[41]
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1.4.4. Fase de remodelaciao ou maturacao

A fase de remodelacdo ¢ a fase final do processo de cicatrizacdo, sendo

fundamental para restabelecer a funcionalidade dos tecidos. %

Esta fase, que
normalmente comeca por volta do oitavo dia apos a lesao, pode durar até um ano ou mais,

visto que envolve uma série de processos complexos. /7]

Durante esta fase final, a MEC sofre uma renovacao constante. !’ O colagénio tipo
IIT torna-se menos abundante e ¢ progressivamente substituido pelo colagénio tipo I, que
¢ mais resistente. %41 Esta transicdo leva a formacdo de agregados de colagénio
maiores, com cross-links intermoleculares, o que resulta numa maior resisténcia a tragao.
No entanto, mesmo com estas alteragdes, a capacidade de resisténcia do tecido recuperado

ndo ultrapassa normalmente 80% da resisténcia da pele saudavel. 742!

Para além das modificagdes no colagénio, existem outros eventos que
caracterizam esta fase, nomeadamente as células inflamatdrias que saem gradualmente
do local da lesdao, ao passo que os fibroblastos continuam a desempenhar o seu papel
crucial na sintese de agregados de colagénio e na promogdo de novos cross-links. 3741
Estes fibroblastos ajudam a manter a producao de novo epitélio e a formacao de tecido de

cicatrizacdo. 7]

A maturagdo da matriz ¢ um componente essencial durante esta fase, com o
aumento do didmetro dos agregados de colagénio e, simultaneamente, a degradag¢do do
4cido hialurénico e da fibronectina. *!) Consequentemente, a resisténcia a tragdo da ferida
aumenta progressivamente, embora nunca atinja totalmente a resisténcia original do

tecido. 41431

As MMPs, produzidas por varias células na lesdo, participam na degradagao do
colagénio. A atividade destas enzimas ¢ cuidadosamente regulada, sendo que os
inibidores tecidulares das metaloproteinases (TIMPs) aumentam ao longo do tempo para

promover a acumulacdo de nova matriz. >4}

O processo de encerramento completo da ferida, que se inicia durante a fase
proliferativa, continua durante a remodelacdo. Os fibroblastos interagem com a matriz

extracelular, levando a uma redu¢do do tamanho do tecido conjuntivo subjacente. Este
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fenomeno, por sua vez, aproxima as extremidades da ferida. [**1 Viérios fatores de
crescimento, incluindo o PDGF, o TGF- e o FGF, desempenham papéis essenciais na

regulagdo deste processo. 274

A medida que a ferida cicatriza, a densidade de fibroblastos e macréfagos diminui
devido a apoptose. Paralelamente, o crescimento de vasos capilares ¢ interrompido, o
fluxo sanguineo para a area diminui, e a atividade metabolica no local da lesao ¢ reduzida,

acabando por parar. [4041]

O resultado da fase de remodelagdo ¢ uma cicatriz totalmente madura,
caracterizada por uma diminui¢do da densidade das células e dos vasos sanguineos e por

uma elevada resisténcia a tragio.l”!

1.4.5. A importancia dos fibroblastos na cicatrizacio e as altera¢oes com o
envelhecimento

Os fibroblastos sdo células altamente ativas e dindmicas que desempenham uma
variedade de papéis no desenvolvimento do organismo, na sua homeostasia e na resposta

g, [4447

alesoe 1S30 essenciais na formagio e manutengio da estrutura de diferentes 6rgaos,

incluindo da pele. 7]

Quando a pele sofre uma lesdo, a primeira linha de defesa do organismo consiste
em iniciar o processo de cicatrizagdo, que requer a intervencao de varios tipos de células.
[43] Nas etapas iniciais da cicatriza¢do, os fibroblastos sdo fundamentais, ji que sdo as
principais células responsaveis por sintetizar e depositar a nova matriz extracelular, que
¢ crucial para reconstituir a estrutura da pele, para além disso, sdo essenciais na formagao

do tecido de granulagio. [+>4¢]

Por sua vez, um subgrupo de fibroblastos, diferenciam-se em miofibroblastos,
devido a exposi¢@o a tensdo mecanica, e a citocinas como o TGF-f. Estes miofibroblastos
sao responsaveis pelo encerramento total da ferida apds a lesdo, uma vez que sdo capazes

(2471 Assim, os fibroblastos, através da

de exercer forgas contracteis significativas.
interagdo com outros tipos de células, sdo essenciais para conseguir o encerramento € o
revestimento no local da lesdo, servindo ndo s6 como sinalizadores, mas também como
participantes ativos neste processo coordenado. 7*¥) No entanto, as vias de sinalizagio
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especificas e a coordenagao temporal envolvidas nas interagdes entre macrofagos, células

inflamatorias e fibroblastos ndo sdo ainda totalmente compreendidas. (4748

Durante as fases mais tardias da cicatrizagdo, especificamente na fase de
remodelacdo, 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 granulagio. [*7*¥] Esta
modificagdo estrutural leva ao fortalecimento e a rigidez da MEC ao longo do tempo,

resultando na formagdo da cicatriz madura. (>47!

Os fibroblastos sao fundamentais para a cicatrizacdo e para a manutencao da
estrutura da pele, contudo, as suas fungdes podem ser afetadas pelo envelhecimento,
levando a alteragdes nas propriedades mecanicas e na saude geral da pele. 2! Uma das
alteragdes mais conhecidas na derme durante o envelhecimento € a diminuicao das fibras

de colagénio e elastina. Esta diminui¢do leva a uma perda global da producao de MEC e
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a uma diminui¢ao do numero de fibroblastos dérmicos, bem como a um declinio da sua

eficiéncia. 2%

Na pele envelhecida, as fungdes celulares dos fibroblastos sdo prejudicadas, o que
leva a uma diminuicdo da renovacdo da MEC e, consequentemente, a um

comprometimento do fecho da ferida. Além

sSelel e e
'._Q.l..z.'_s_li: >
-

disso, estes fibroblastos envelhecidos
podem tornar-se senescentes, um estado
caracterizado pela paragem irreversivel do
ciclo celular.!*® Os fibroblastos senescentes
apresentam alteragdes na sintese e secrecao
de proteinas, lipidos, metabolitos e acidos
nucleicos especificos. Para além disso,
verifica-se uma reducdo das capacidades
biomecanicas dos fibroblastos, o que pode
ter um impacto adicional na cicatrizagao e

na reparagio de tecidos. (>4

Figura 2. Fisiopatologia do processo de
cicatrizacdo. (A) Durante as primeiras

fases da cicatrizagdo, as plaquetas param a

hemorragia ao depositarem fibrina no local

da ferida. (B) Nas fases seguintes, as

@ Glébulo vermelho N Plaqueta Fibrina 3 Neuwsfilo

¢ caedans - células do sistema imunitario, tais como o0s
Q Macréfago @ Fibroblasto MEC Adipéeito L.

neutrofilos e os macrdéfagos, eliminam o

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

para a formagao de uma cicatriz € os queratindcitos migram para cobrir a ferida. (C)

Finalmente, durante a fase de remodelacdo, os queratindcitos selam a ferida e os

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

sanguineos em excesso sdo removidos e inicia-se a regeneracdo do nervo. Adaptado de:

desJardins-Park et al. (2018). 4!
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1.5. Doencas concomitantes

A pele fornece os primeiros sinais evidentes de envelhecimento, e representa um
espelho da satde humana, uma vez que pode ser utilizada como modelo para prever
doencas sistémicas e os seus resultados. P! As alteracdes e a deterioracio da
funcionalidade da pele come¢am muito cedo, logo a partir da idade adulta, ¢ com o
avangar da idade, a pele torna-se estruturalmente atréfica e, funcionalmente, a sua fungao
de barreira e a sua capacidade de reparagao diminuem, isto torna-a suscetivel a infegoes,
secura e prurido. *132 Para além disso, outro grande fator que tem um efeito negativo na
qualidade de vida, nas interagdes sociais € na autoestima do individuo, ¢ a propria

“aparéncia envelhecida” que surge com a idade. %!

Fatores intrinsecos, como os fatores genéticos, e fatores extrinsecos, como a
radiagdo UV, a poluicdo e o tabagismo, contribuem para o envelhecimento da pele, para

além disso fatores psicologicos, o stress e a falta de sono também aceleram o processo.
[2,53]

O envelhecimento aumenta a probabilidade de desenvolver uma variedade de
doencas dermatoldgicas. Por sua vez, estas doengas cronicas da pele t€ém um efeito direto

na capacidade funcional e psicossocial geral, no bem-estar e na saude. 24

Os idosos correm um maior risco de desenvolver feridas cronicas, como ulceras
venosas, de pressdao ou do pé diabético, devido a deficiéncias de mobilidade e doencas
relacionadas com a idade. As feridas crénicas provocam dor, diminui¢cao da mobilidade,

isolamento social e impactos emocionais negativos. 2>+

O "aspeto envelhecido" afeta negativamente a autoestima e as interagdes sociais.
As percecdes de uma aparéncia envelhecida sao influenciadas por fatores culturais, sendo
a juventude altamente valorizada. A aparéncia envelhecida pode contribuir para o

"envelhecimento" nos cuidados de satude. °>>°!

A pele seca ¢ uma das doengas mais prevalentes nos idosos em todo o mundo. As
manifestagdes graves de pele seca levam a privagdo do sono, por outro lado, o prurido e
0 cocar constante provocam efeitos mais graves, incluindo fissuras, hemorragias e

infe¢des, diminuindo substancialmente a qualidade de vida global. [°%!
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A populagdo idosa enfrenta uma incidéncia crescente de doencas de pele
associadas a idade sumarizadas na tabela 2, estas tém impacto na satide e no bem-estar
geral. Os efeitos cumulativos de fatores ambientais como a radiacdo UV e IV manifestam-
se em varias lesdes cutaneas, desde pré-malignas a malignas, e alteracdes cutaneas
benignas. > A medida que a populagdo idosa aumenta, a melhoria da satde da pele sera

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

saudavel e ativo. P’

Tabela 2. Patologias da pele associadas a idade. Adaptado de: Makrantonaki e
Zouboulis (2008).54

Lesdes cutineas comuns (por exemplo, pele seca, telangiectasias, purpura senil, sardas,
lentigos, hipomelanose gutata, milia coloidal, liquen escleroso e atrofico)

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

Tumores pré-malignos (por exemplo, queratose actinica, doenga de Bowen)

Tumores malignos (por exemplo, carcinoma basocelular, carcinoma espinocelular,
melanoma maligno, linfomas cutineos, angiossarcoma, carcinoma de Merkel, sarcoma de

Kaposi, carcinomas sebaceos ¢ metastases cutaneas)

Doencas infeciosas (por exemplo, dermatofitoses, celulite infeciosa, herpes zoster)
Dermatoses bolhosas (por exemplo, penfigoide bolhoso)

Liquen simples cronico

Prurido

Ulceras de pressio, ulceras dos membros inferiores

Vulvodinia, glossodinia, balanite xerdtica
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1.6. Tratamentos para o envelhecimento da pele

Atualmente a populacao deixou de encarar o envelhecimento como um declinio
inevitavel, e mudou o foco para a manutengao da satde e a participacdo numa vida ativa,
de forma a conseguir um envelhecimento mais saudavel. *>) Um aspeto fulcral deste
paradigma é o desejo de minimizar os sinais visiveis de envelhecimento. °>¢! Trata-se de
combater ou prevenir doengas cutaneas, nomeadamente o cancro da pele, e retardar o
envelhecimento cutaneo através de uma abordagem multifacetada que engloba terapias
locais e sistémicas, dispositivos médicos e até mesmo procedimentos invasivos. 5%
Estas estratégias e terapéuticas podem ser classificadas em trés categorias principais:
tratamentos topicos, tratamentos sistémicos e procedimentos invasivos 2, que estdo
resumidos na tabela 3. Quando se seleciona a estratégia de antienvelhecimento mais
adequada, ¢ importante ter em conta fatores especificos como a idade, o tipo de pele ¢ a
satde do individuo em geral. 326!

Tabela 3. Estratégias dermatoldgicas de antienvelhecimento. Adaptado de: Chaudhary
et al. (2019) e Ganceviciene et al. (2012). (22571

Estratégia

Prevencao dos fatores exégenos, correcio  Tabagismo
dos habitos e do estilo de vida Poluigdo
Radiagao UV
Stress
Nutricdo, restrigdo alimentar e suplementagdo alimentar
Atividade fisica
Controlo da saiide em geral
Cuidado cosmetologico Rotina diaria de cuidados da pele
Protecdo solar correta
Medicamentos de uso tépico ou Antioxidantes

substancias topicas
Reguladores celulares
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Procedimentos invasivos Peelings quimicos

Dispositivos de luz visivel
-Luz intensa pulsada (IPL)
-Foto-rejuvenescimento com laser ablativo e ndo ablativo
-Radiofrequéncia (RF)

Bioestimulagdo e inje¢des de rejuvenescimento

Prevencao de rugas dinamicas

Corregdo de rugas estaticas e anatomicas

Restauracao (redistribui¢ao) da gordura e perda de volume, reforgo e
contorno da pele

Tratamentos sistémicos Terapia de reposi¢do hormonal

Antioxidantes

Uma barreira cutanea saudavel e funcional ¢ essencial para garantir a protecao
contra a desidratacdo, os microrganismos, os alergénios, os irritantes, as espécies reativas
de oxigénio e a radiagdo. *1°®1 O regime diario de cuidados da pele contribui para a
regeneracdo, elasticidade e suavidade da pele, influenciando temporariamente o seu
estado. No entanto, o objetivo principal € evitar a degradagdo do colagénio e da elastina,

evitando assim a formagdo de rugas. [*1:>3

Outro cuidado cosmetoldgico fundamental ¢ a protegdo contra a radiacao
ultravioleta. Os filtros UV, tanto inorganicos como organicos, sao utilizados para reduzir
a exposicao a radiagdo UV, habitualmente ¢ utilizada uma combinagao destes filtros nos
protetores solares para proporcionar uma protegdo abrangente. % Qs filtros
inorganicos, como o 6xido de zinco e o didxido de titanio, protegem eficazmente contra
a radiacdo UVB e UVA. Os filtros quimicos, como o etilhexil metoxicinamato e o butil
metoxidibenzoilmetano, sdo utilizados para absorver e transformar os fotdes UV em calor.

(21} A utilizagdo de protetor solar e vestudrio adequado sdo essenciais para contrariar os

efeitos do fotoenvelhecimento. ¢!

Tratamentos topicos (locais): Os tratamentos topicos sdo 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 polifenois. Os antioxidantes
podem melhorar a elasticidade e reduzir problemas como eritema e distarbios de

pigmentagio. Também diminuem a produgdo de MMPs que degradam o colagénio. (-]

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

a tretinoina, estimulam a sintese de colagénio e de fibras elésticas, atuam tal como

antioxidantes e reduzem a produgio de MMPs. [36>7]

A combinagdo de antioxidantes com protetores solares e retinoides aumenta a protegao
da pele, particularmente no tratamento do fotoenvelhecimento, causado pela radiacio UV
e pelos fotodanos ao nivel do ADN. 71 Os cremes anti-envelhecimento incorporam
frequentemente antioxidantes e reguladores celulares. Os antioxidantes reduzem a
degrada¢do do colagénio, minimizando os radicais livres, enquanto os reguladores

celulares estimulam a produgio de colagénio. [°%]

Tratamentos invasivos: Os procedimentos invasivos combatem os sinais de
envelhecimento, especialmente em areas foto expostas como o rosto. Estes procedimentos

tratam a flacidez da pele, a perda de volume e as alteracdes na qualidade da pele. [

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

flacidez da pele levantando e removendo o excesso de volume. 1]

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

podem restaurar o volume, particularmente nas dobras nasolabiais e na regido malar. [

Dermoabrasdo e laserterapia: A dermoabrasdo quimica e os tratamentos a laser podem

melhorar a qualidade da pele através da ablagdo e da renovagao da superficie da pele. Os

lasers fracionados sdo normalmente utilizados para o rejuvenescimento da pele,

256581 Os dispositivos de

promovendo a produgdo de colagénio e a contracao dos tecidos.
HIFU (ultrassom focalizado de alta intensidade), e de radiofrequéncia (RF) estimulam a
neocolagénese, reduzem a flacidez e as ridulas da pele. Os lasers fracionados nao
ablativos estdo a tornar-se cada vez mais procurados devido a reducdao do tempo de

recuperagio e do risco de eventos adversos. P68

Medicamentos injetaveis: Os preenchimentos com acido hialurénico, podem atenuar
temporariamente as rugas e as ridulas, enquanto a toxina botulinica (Botox) reduz as rugas

dinamicas causadas por uma atividade muscular excessiva. [
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Plasma rico em plaquetas (PRP): As injegdes de PRP tém sido exploradas pelo seu

potencial no rejuvenescimento da pele, mas é necessdria mais investigacdo para

comprovar os seus efeitos nos fibroblastos e na textura da pele. [>°°

Tratamentos sistémicos: Os tratamentos sistémicos procuram combater o0
envelhecimento de dentro para fora, e incluem: antioxidantes, e tratamentos hormonais.?!
Torna-se relevante referir que a associagdo de tratamentos topicos com tratamentos
sistémicos incide na satde da pele tanto do ponto de vista interno como externo. Assim,
a utilizagdo sinérgica de nutrientes especificos, como as vitaminas A, E e C, juntamente
com minerais essenciais como o zinco, o cobre ¢ o selénio, reforca as defesas

antioxidantes da pele. %1

Antioxidantes: Os antioxidantes administrados por via oral, como a vitamina C, E, a
superoxido dismutase, a catalase, a glutationa peroxidase e a coenzima Q10 neutralizam

as espécies reativas de oxigénio, reduzindo a degradagio do colagénio. [°7]

No entanto, estes suplementos devem ser tomados com precaugao, uma vez que a ingestao
excessiva de B-caroteno, vitaminas A e E pode provocar efeitos adversos, especialmente
em individuos com uma boa nutricao, como tal deve ser feita uma avalia¢ao individual

antes de iniciar este tipo de tratamento. [°%]

Tratamentos hormonais: A Terapia de Reposi¢do Hormonal (TRH) tem vindo a ganhar

relevancia, particularmente em individuos na pés-menopausa. *®) O estradiol, quando
aplicado topicamente, aumenta a espessura da pele, a proliferagdo de queratindcitos e
melhora a hidratacao e a textura da pele. O creme de progesterona aumenta a elasticidade
da pele, reduz as rugas e aumenta a firmeza da pele. %7 A desidroepiandrosterona, é um
androgénio eficaz na inversdo da deterioracdo das fungdes da pele associada a idade,
aumentando a expressio do colagénio e inibindo as MMPs induzidas pelos raios UV. [36>7]
No entanto, € essencial notar que a TRH pode aumentar o risco de cancro da mama, logo

este tipo de tratamento requer uma anélise cuidadosa.l®”!

Tendo em conta as mudangas demograficas mundiais, a medicina preventiva e o
acompanhamento da saude da populagdo estdo a tornar-se cada vez mais importantes,
tendo em vista niio s6 prolongar, mas também melhorar a qualidade de vida. *!1 As taticas
antienvelhecimento estdo a evoluir rapidamente, apostando cada vez mais em novos

tratamentos para ajudar as pessoas a envelhecer de forma sauddvel. Um exemplo
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interessante ¢ o aparecimento da senoterapia, uma nova e promissora abordagem para
combater o envelhecimento da pele, em particular, os fArmacos senoliticos, que eliminam
seletivamente as células senescentes, e os firmacos senomorficos, que inibem os efeitos

). 3381 Estes desenvolvimentos

nocivos das secregdes das células senescentes (SASPs
podem oferecer novas opgdes terapéuticas, mas € necessaria mais investigacdo para

melhorar a sua especificidade, seletividade e eficacia. [°%!

1.6.1. Tratamentos e substiancias de uso toépico

Dado o tema em estudo, surge uma especial importancia em abordar de uma forma
mais aprofundada os tratamentos e substancias de uso topico. Entre as estratégias
apresentadas para combater o envelhecimento da pele, observa-se uma preferéncia
crescente por alternativas mais econdomicas € menos invasivas, esta tendéncia deu origem
a emergéncia dos "cosmecéuticos", uma categoria de produtos de cuidados da pele com

s. (61631 O aparecimento dos cosmecéuticos alinha-se

substancias biologicamente ativa
perfeitamente com os conhecimentos atuais sobre a anatomia e a fisiologia da pele,
refletindo o pressuposto de que quase todas as substancias aplicadas na pele podem

penetrar e provocar alteragdes na sua estrutura. (646!

Estes produtos sdao formulagdes de aplicagdo tdpica, e funcionam na interface
entre os cosméticos e os farmacos, visto que incorporam substancias ativas elaboradas

e. [*192] De um modo geral, funcionam

para influenciar as funcdes bioldgicas da pel
estimulando ativamente a produgdo colagénio, atenuando o impacto dos radicais livres e
preservando a estrutura da queratina, sumariamente contribuem para uma pele mais
saudavel e resistente. [**) O cosmecéutico ideal deve apresentar resultados imediatos e
duradouros, com poucos efeitos secundarios, bons fatores de conformidade, como uma

textura favoravel, controlo da pigmentacio e facil aplicabilidade. (!

Embora ndo existam evidéncias definitivas que demonstrem a eliminagdo
completa dos sinais associados ao envelhecimento da pele através de substincias ou
tratamentos topicos, existem produtos que reduzem ou retardam visivelmente estas

S. [66

manifestacdes. [°] No panorama atual, as preparacdes cosmecéuticas apresentam uma
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vasta gama de moléculas com eficicia cientificamente comprovada, que estdo

apresentadas na tabela 4.

Tabela 4. Substancias ativas comuns utilizadas em produtos cosmecéuticos.
Adaptado de: Draelos, Z. D., Dover, J. S., & Alam, M. (2014). !l

Categoria

Vitaminas

Vitaminas sintéticas

Minerais

Antioxidantes

Hidroxiacidos

Lipidos

Glicosaminoglicanos

Produtos botanicos

Substincias ativas

- Vitamina A (4cido retin6ico)

- Vitamina B

- Vitamina B3 (niacinamida)

- Pré-vitamina B5 (pantenol)

- Beta-caroteno

- Vitamina C (4cido L-ascdrbico)
- Vitamina E (alfa-tocoferol)

- Adapaleno

- Tazaroteno

- Tretinoina

- Cobre

- Selénio

- Zinco

- Acido alfa-lipdico (ALA)

- Catalase

- Dimetilaminoetanol (DMAE)

- Alfa-hidroxiacidos (acidos glicélico,
latico e malico)

- Beta-hidroxiacidos (acido

salicilico)

- Di-hidroxiacetona

- Acido 4-hidroxi-retindico
- Glucosilceramida

- Acido hialurénico

- Alantoina

- Aloé vera

- Arnica

- Bisabolol

- Camomila

- Capsaicina

- Retinaldeido

- Retinol

- Acetato de retinol

- Esteres de retinol

- Palmitato de retinol

- Propionato de retinol

- Glutationa
- Idebenona

- Coenzima Q10 (ubiquinona)

- Lanolina
- 4—oxo0—4cido retindico

- Polihidroxiécidos
(gluconolactona, acido
lactobidnico)

- Ginkgo biloba

- Hamamélis

- Lavanda

- Papaia

- Salgueiro-branco

- Soja
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- Ceramidas - Sylimarin (Cardo Mariano)

- Chas (branco, preto, verde) - Oleo da arvore do cha

- Cinamato ;
- Uva-ursina
- Ginseng
Hidratantes - Acilceramida - Esqualeno
- Acido linoleico - PCA de sédio
- Colesterol - Petrolatum

Agentes despigmentantes - Acido azelico

- Acido kéjico
- Hidroquinona
Filtros solares - Antralinato
- Acido p-aminobenzéico
- Padimato A
- Padimato O

1.7. A importancia do zinco

O zinco ¢ um elemento quimico que se encontra inserido na classe dos metais de
transi¢do, € como um dos microelementos mais abundantes no corpo humano, a sua
importancia é evidente em vérios processos fisiologicos. [-772] Sendo um ido catalisador
estrutural e regulador, o zinco desempenha um papel essencial na atividade biologica de
varias enzimas, proteinas e fatores de transcri¢ao, por sua vez estas fungdes enzimaticas
e de sinalizagdo estendem-se a atividades como a proliferagao celular e a estabilidade do

[67,68,71

genoma. I Assim, este microelemento influencia véarias vias metabdlicas e ¢é

responsavel pelo bom funcionamento do organismo como um todo. [1:7%!

Aproximadamente 6% da concentracdo total de zinco no corpo humano encontra-
se na pele, tendo um papel central na manutencdo e reparacdo dos tecidos cutaneos.
[72.76.78] Este microelemento contribui para a estabilidade da pele, através do reforco da
membrana celular e do suporte de varias metaloenzimas, como as metaloproteinases da

5 [67.71

matri I'Por outro lado, niveis adequados de zinco sdo cruciais para a sobrevivéncia

e proliferagdo dos queratinocitos e para manter uma pele saudavel. Verificou-se também
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que o zinco ¢ benéfico em varias doencas dermatologicas, desde infecdes a dermatoses

inflamatorias e distirbios pigmentares. [707%7%]

O controlo da homeostase intracelular do zinco ¢ um processo complexo que
envolve proteinas especializadas, designadas por metalotioneinas (MT). Estas proteinas
funcionam como agentes de armazenamento e transporte do zinco, € também
desempenham um papel fundamental na epiderme e nos tecidos dérmicos. A sinalizagao
intracelular do zinco € coordenada por duas familias de proteinas: os transportadores de

[68.71,76]* A5 proteinas

efluxo de zinco (ZnT) e os transportadores de influxo de zinco (ZIP).
ZnT exportam zinco dos compartimentos celulares, enquanto as proteinas ZIP importam
zinco para o interior da célula. A regulacdo destes transportadores influencia a

distribui¢io espacio-temporal do zinco. (63761

O zinco também desempenha um papel fundamental no processo de cicatrizagdo,
garantindo que os tecidos danificados sejam restaurados de forma eficiente. A sua
contribuicdo na cicatrizagdo desenrola-se em varias fases, cada uma com fungdes

especificas. %701

Em primeiro lugar, na fase de hemdstase, o zinco aumenta a atividade e a
agregacao das plaquetas, facilitando a formacdo de coagulos e fortalecendo o tampao da
ferida. Passando a fase de inflamacao, destaca-se a sua influéncia na resposta imunitéria,
visto que os marcadores inflamatodrios, as citocinas e os niveis de stress oxidativo sdo
todos modulados pelo zinco, e a sua insuficiéncia pode mesmo levar a um aumento da
inflamagao, prejudicando a capacidade do sistema imunitario de responder eficazmente

[69.72-74] ()

as lesdes. seu papel também se estende aos neutrofilos e fagdcitos, visto que

quando o zinco est4 em falta, a sua funcio pode ficar comprometida. [6%7°]

Por fim, este desempenha um papel importante na fase final da cicatrizacao, visto
que influencia a deposicao da matriz extracelular, aumenta a atividade dos fibroblastos e
facilita a migragdo das células epiteliais. [©*7>73] Também ¢é essencial ao nivel das
metaloproteinases da matriz dependentes de zinco, que sdo fundamentais na fase de
remodelacdo, e o zinco garante o seu funcionamento eficaz. O seu papel como cofator

essencial para a sinalizagio SMAD ¢ crucial para a formagio do tecido de granulagio. ¢!

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

naturalmente desempenha um papel fulcral em vérios aspetos do envelhecimento e das
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doengas que surgem com a idade. *7) Um dos papéis significativos do zinco no
envelhecimento ¢ o seu impacto na imunosenescéncia, que se caracteriza por uma
regulagdo anormal das respostas imunitérias. A deficiéncia de zinco pode contribuir para
a imunosenescéncia, resultando num baixo estado inflamatério, o que aumenta a

s. 168801 Dyrante o processo de

suscetibilidade a infecoes, e reduz a eficacia das vacina
envelhecimento, a homeostasia do zinco pode ser perturbada, isto leva a reducdo da sua
disponibilidade intracelular, afetando a funcionalidade das células imunitarias e

aumentando o risco de doencas relacionadas com a idade. (8"

O papel diversificado do zinco e os seus efeitos benéficos para a saide em geral,
resultaram na sua utilizacdo em formulagdes farmacéuticas para aplicacdo topica e,
posteriormente, em produtos cosméticos. [/?) A resposta da pele as aplicacdes topicas de
zinco estda bem documentada, bem com os seus atributos anti-inflamatorios,
antimicrobianos, e antioxidantes, tornando-o, assim, numa excelente op¢ao para inimeras

doengas dermatolégicas. 707274

A pele sendo um 6rgao facilmente acessivel, serve como um modelo valioso para

[56] Qs sinais

compreender o processo de envelhecimento nos seres humanos.
caracteristicos do envelhecimento da pele, como as rugas e a flacidez, resultam
principalmente de alteragdes substanciais na estrutura dérmica, e de uma reducdo na

sintese de colagénio por parte dos fibroblastos. [>+8]

Na prética clinica, destaca-se a importancia de compreender os desejos dos
doentes, e a sua orientagdo para formas de tratamento que correspondam as suas
expectativas, tendo em conta varios fatores como a idade, procedimentos anteriores, tipo
de pele e estilo de vida, uma vez que estes desempenham um papel fundamental na

obtencio dos resultados desejados. 54

Em resposta ao conceito da salide e da aparéncia da pele como uma das
componentes integrais do bem-estar geral, foi desenvolvida nos tltimos anos uma série
de estratégias de antienvelhecimento, que incluem medidas preventivas, intervencdes
cosmetologicas, tratamentos topicos e sistémicos e procedimentos invasivos. ! 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

importancia do estudo destas células no contexto do envelhecimento cutaneo. [47-]
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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 varios processos metabdlicos,

(21 As suas

e contribuindo para o funcionamento correto dos tecidos e oOrgaos.
propriedades protetoras contra os radicais livres e a radiacdo UV, bem como o seu papel
na regulacao da queratinizagdo e da proliferagao de fibroblastos, fazem dele um potencial

candidato no campo das terapéuticas dermatoldgicas. [6%7%73]

O zinco aplicado
topicamente tem demonstrado eficacia na cicatrizagdo de feridas, na regulacao do sebo e
como agente antissético e antibacteriano, sendo por isso alvo de investigagdo e

desenvolvimento continuos. >4

O modo de agdo de muitos produtos antienvelhecimento permanece pouco claro,
e uma forma de comprovar a sua eficacia ¢ através de testes in vitro, dada a crescente
preocupacao com o bem-estar animal, que levou ao desenvolvimento deste tipo de

modelos para a investigagdo cientifica. 228!

1.7.1. O potencial terapéutico do zinco

O zinco tanto na forma elementar como na forma de sal, tem sido utilizado
terapeuticamente durante séculos, a sua aplicacao topica, através de formulacdes como o
oxido de zinco e a piritionato de zinco, oferece fotoprotecdo e beneficios anti-
inflamatorios, tornando-o valioso no tratamento de varias patologias da pele tal como ¢
possivel verificar na tabela 5. Estas patologias vdo desde infe¢des como verrugas a
dermatoses inflamatdrias como a acne vulgar, bem como distirbios pigmentares como o

melasma e neoplasias como o carcinoma basocelular. [>77]

Tabela 5. Utilizacoes terapéuticas do zinco. Adaptado de: Gupta et al. (2014) e Al-
Khafaji et al. (2022). [7>7°]

Patologia Via de administracio
Verrugas Topica, oral
Leishmaniose cutinea Oral, intralesional
Lepra ou hanseniase Oral
Herpes genital Topica
Dermatofitoses Topica
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Bromidrose

Pitiriase versicolor

Acne vulgar

Rosacea

Hidradenite supurativa
Psoriase e artrite psoriatica
Eczema

Ulceras

Doenca de Behget e aftas orais
Alopécia areata

Liquen plano oral
Xeroderma pigmentoso
Queratoses actinicas
Carcinoma basocelular
Vitiligo

Melasma

Queloides

Anti-envelhecimento

Topica
Topica
Topica, oral
Oral
Oral
Topica, oral
Topica
Topica, oral
Oral
Oral
Topica
Topica
Topica
Intralesional
Oral
Topica
Topica

Topica

Apesar do zinco oral ser utilizado no tratamento de sindromes de deficiéncia

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

crescimento infantil sublinha o seu significado mais amplo. As funcdes fisiologicas do

zinco, incluindo o apoio imunitario, a cicatrizagdo de feridas e a prote¢do UV, derivam

do seu papel no metabolismo e no desenvolvimento 6sseo. ! Apesar de os produtos

cosméticos que contém zinco possam oferecer alguns beneficios, a sua eficacia ¢ limitada

devido a fraca absorc¢ao cutanea do zinco. Apesar desta limitagdo, a investigagdo em curso

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

enriquecendo a nossa compreensao do seu potencial terapéutico na pratica dermatologica.

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

A elaboracdo e otimizac¢do de formula¢des com agdo topica exigem modelos da
pele bem desenvolvidos. Estes modelos servem como ferramentas essenciais para
identificar e avaliar as propriedades das formulagdes, pois permitem determinar as
principais caracteristicas que influenciam a absor¢cdo do farmaco, e posteriormente

facilitam a otimizagio da formulagdo. [33-34]

Na figura 3 sdo apresentados os modelos de cicatrizacao da pele mais utilizados

[85] Nas experiéncias

atualmente, incluindo modelos in vitro, ex vivo e in vivo.
desenvolvidas para este trabalho foram utilizados modelos in vitro, que estdo a
revolucionar o processo de desenvolvimento e as estratégias de formulacdo de novos
produtos cosméticos, sendo uma opg¢do mais segura, e adequada a legislacdo, visto que

muitos destes modelos surgem como uma alternativa promissora aos modelos animais.
[86]

MODELOS DE CICATRIZACAO DA PELE
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Figura 3. Modelos animais e humanos de cicatrizacio da pele mais relevantes

atualmente. Adaptado de: Neves et al. (2022). (&)

Com o decorrer dos anos, tém-se desenvolvido modelos experimentais que vao
desde in vitro e ex vivo até aos modelos de cicatrizacao in vivo, com incorporagdo de pele
de origem animal e humana. ¢! A utilizagio de modelos animais foi, durante muito tempo,
a principal abordagem no desenvolvimento de ensaios pré-clinicos de novos farmacos,
bem como na otimizagdo de formulagdes destinados ao uso tdpico. As recentes alteragdes
regulamentares na classe dos cosméticos mudaram o foco para modelos in vitro,
particularmente no que diz respeito aos estudos de penetragdo, permeabilidade e

irritabilidade da pele. [83-8486]

Os modelos de cicatrizagdo 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 ¢ "ferida" pela remog¢do forgada de uma sec¢ao de células,
enquanto a restante monocamanda "cura" através de uma coordenagdo entre a migragao,
disseminagdo e proliferacao celular. Embora sejam econdmicos e simples de manter, os
sistemas 2D ndo t€ém a capacidade de imitar as estruturas e interagdes da pele num

contexto 3D. [87-89]

Por outro lado, as amostras de pele ex vivo permitem uma
representacao mais proxima dos constituintes da pele, mas sdo limitadas pelas restrigoes
e variabilidade dos doadores. O desenvolvimento dos sistemas de cultura 3D in vitro, que
incorporam componentes imunitarios, ganharam interesse por permitirem recriar as
caracteristicas fisiologicas da pele, incluindo a funcdo de barreira, a estrutura 3D e as

reacdes imunitarias, num tnico sistema. [85-%1

Os modelos experimentais, como a cultura organotipica in vitro e a cultura de
orgaos ex vivo, melhoraram a compreensdo relativamente ao processo de cicatrizagdo, e
demonstraram ser eficazes na simulacao da formagao e tratamento de diferentes tipos de
cicatrizes. Por sua vez, os modelos in vivo permitiram a investigacdo dos mecanismos
moleculares, celulares e estruturais envolvidos na cicatrizagao, utilizando amostras tanto

humanas como animais. [85-86:8%]

Dada a tematica da presente tese vamos focar a aten¢ao nos modelos de cultura de
células 2D, e tal como mencionado anteriormente sdo 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 queratindcitos ou células imunitarias.

Estes modelos t€m como objetivo investigar os mecanismos celulares que regulam a

cicatrizagdo com o auxilio dos fibroblastos, e avaliar o efeito dos agentes terapéuticos.

[85]

Estes modelos constituem uma ferramenta essencial numa fase inicial do

desenvolvimento de farmacos, apresentando vantagens significativas, nomeadamente a

reprodutibilidade, o baixo custo e a facilidade de manipula¢dao, o que permite uma

avaliagdo rapida e uma otimizagdo mais eficaz das formulacdes destinadas a pele.

CULTURA CELULAR 2D
Monocultura Co-cultura
Pele humana Pele humana

Arinocitos .
yall . uerating, ..
v ge QHEISHGS Cltog

Q,\b\.o\)\astos
Isolamento e cultura de
células da pele
(combinadas)

Isolamento e cultura de
células da pele (isoladas)

90-92]

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

isoladas), ¢ uma co-cultura (células combinadas), distribuidas numa monocamada de

fibroblastos e queratindcitos 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 revisao e identificacdo do estado da
arte sobre as aplicacdes do zinco no tratamento da pele e na sua cicatrizacdo, bem como
a aquisicao de conhecimento sobre técnicas laboratoriais na area de cultura de tecidos, 0s

quais foram posteriormente utilizados no desenvolvimento do trabalho experimental.

Obijetivos Especificos

No contexto do trabalho laboratorial, os objetivos especificos incluem o
desenvolvimento da cultura celular, a preparagdo de diferentes concentragdes de zinco
(0,1 uM; 1,0 uM; 10 uM), e a avaliagdo do efeito deste composto em diversos ensaios
celulares, tais como o ensaio de MTT, o ensaio de proliferacdo e o ensaio de migragao.
Em conjunto, estes ensaios irdo contribuir para uma melhor compreensdo do papel do
zinco e o seu efeito nos fibroblastos da pele, especialmente no que se refere as suas

potenciais aplicagdes terapéuticas.
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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 ¢ manutencdo das mesmas. Posto isso, (2) procedeu-se a
realizagdo dos ensaios que permitiram testar as diferentes propriedades do zinco. (3) A
contagem celular foi realizada no inicio de cada ensaio, de modo a garantir a concentragao
desejada de células em cada poco. Apds a preparagao de diluigdes seriadas a partir de uma
solugdo stock de zinco, (4) foram realizados trés ensaios de citotoxicidade (MTT), que
avaliaram a viabilidade das células, para além disso os seus resultados permitiram
selecionar as concentragdes de zinco a utilizar nos ensaios seguintes. (5) Seguidamente,
foram realizados dois ensaios de proliferacdo, que tiveram como objetivo avaliar a
atividade metabolica da cultura de células apds serem expostas as diferentes
concentragdes da substancia em estudo. (6) Por fim, foram realizados trés ensaios de
migracdo ou “wound healing”, que permitiram avaliar o comportamento celular, e o
impacto que as diferentes concentragdes de zinco teve na migracao das células durante a

cicatrizagao.

3.1. Cultura celular

Neste trabalho foi utilizada a linha celular BJ-5ta, esta ¢ constituida por
fibroblastos humanos do preptcio de recém-nascido, imortalizados com hTERT
(transcriptase reversa da telomerase humana), e foi adquirida pelo laboratdrio a American
Type Culture Collection (ATCC®) 31, Ao longo do trabalho foram postos em pratica
diversos métodos tais como a reposicao de meio, e a passagem de células, de forma a
manter a qualidade e a quantidade de células necessarias. 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
w/mL e 1% de higromicina B 0,01 mg/mL). Durante o desenvolvimento do trabalho estas

células foram incubadas nas condi¢des ideais de 37°C e 5% de CO..
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3.1.1. Caracterizac¢ao da cultura celular

As células BJ-5ta sdo uma linhagem de fibroblastos imortalizadas com hTERT
(transcriptase reversa da telomerase, subunidade da enzima telomerase que apresenta
dependéncia pelo ARN), derivadas do preputicio do humano. *!% Estas células foram
obtidas através da transfec¢do da linha celular de fibroblastos do preptcio BJ, com o

plasmideo pGRN145 de expressio de hTERT. %%

Quando observada ao microscopio, esta linha celular apresenta caracteristicas
tipicamente encontradas nos fibroblastos, nomeadamente a sua morfologia fusiforme, e
uma boa capacidade de aderéncia a superficie da cultura, tal como pode ser observado na
figura 6. Para além disso, estas células sdo capazes de pelo menos 10 duplicagdes da
populacdo, sendo por isso, amplamente utilizadas como modelo in vitro para aplicagoes

de cicatrizagio de feridas, engenharia de tecidos, entre outros. !

Escala=100 uM Escala=100 uM

Figura 6. Imagem microscopica das células BJ-5ta. (A) Imagem das células com uma
densidade menor. (B) Imagem das células com uma densidade maior. Adaptada de: BJ-

Sta - CRL-4001 | ATCC (n.d.). 3]
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3.2. Expansao e manutencio da cultura celular

Ao longo do estudo foram utilizadas diversas técnicas para garantir que as células
se mantivessem em meios, € em numeros apropriados, visto que a limitagao de nutrientes,
a acumulacdo de metabolitos toxicos, ou a falta de superficie podem interromper o seu
crescimento, e até mesmo levar a perda da sua viabilidade. Durante a realizagdo do
trabalho pode ser necessaria uma densidade celular mais elevada, e como tal, pode ser
necessario efetuar a reposi¢ao de meio, ou a passagem das células para novos frascos tal

como indicado na figura 7.

- Reposicio de meio:

O meio de cultura antigo foi aspirado, e seguidamente a placa foi lavada com
tampao fosfato salino (PBS 1x), sendo substituido 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 as células e a manutencdo do pH,

necessarios para o crescimento e divisao celular.

- Tripsinizacao e passagem de células:

Antes de realizar qualquer procedimento, foi necessario observar ao microscopio
as placas das culturas celulares, e quando estas atingiram cerca de 70 a 80% de
confluéncia procedeu-se a passagem das células. Para efetuar subculturas, foi necessario
proceder a tripsinizagdo, que consiste na desagregacao enzimatica das células através da
acdo da tripsina, este passo € 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 tampao fosfato (PBS 1x), com agitacdo suave, e aspirou-se. Adicionou-se lentamente
a Tripsina/EDTA (1x) ao frasco com agitacdo suave, de forma que chegasse a todas as

células. O frasco foi incubado a 37°C e 5% de CO- durante 5 a 7 minutos.

Ap6s o periodo de incubagdo verificou-se ao microscopio se as células estavam
completamente soltas, e adicionou-se, entdo, novo meio de cultura para neutralizacao da

tripsina. As células foram ressuspensas com o auxilio de uma pipeta, € um movimento
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“up and down”, e colocou-se a nova solucao 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 manipulacio das células,
foram efetuadas no interior de uma camara de fluxo laminar vertical, tomando sempre
precaucdes rigorosas para esterilizar e desinfetar tanto antes como apos cada passo do

Processo.

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

trabalho para realizar a passagem das células. (1) Inicialmente ¢ realizada a incubagao
das células em condi¢des ideais. Quando a cultura de células atinge o estado méximo de
confluéncia, pode ser necessario 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 tripsinizagdo concluido, € necessario 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
solucdo 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 camara de Neubauer;

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

programa ImagelJ para a efetuar a contagem.

3.3.1. Camara 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 alcangar uma concentragio de
1,0 x 10° cél/mL. Essa concentragdo foi previamente otimizada em ambiente laboratorial
para padronizar a quantidade de células a ser usada em vérios ensaios, garantindo
uniformidade em todos os pocos. Neste caso como as células ndo estdo em grande nimero
nao ¢ necessario fazer uma dilui¢do. Apds a homogeneizagao, foram pipetados 10 pL da
suspensao em cada um dos quadrantes da cadmara de Neubauer, também conhecida como
hemocitometro. A cidmara de Neubauer ¢ uma lamina de vidro espessa com dois
quadrados marcados no centro, onde a solugdo celular a ser contada ¢ depositada. Para
assegurar a precisao da contagem, ¢ fundamental realizar cuidados de limpeza na camara
e na lamela antes de cada utilizagdo do hemocitometro, garantindo a auséncia de material

particulado que possa interferir na contagem.
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Utilizando um microscopio 6tico invertido Olympus® CKX41 com uma objetiva

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

figura 8.

Figura 8. Representacdo da contagem com a cimara de Neubauer. Adaptada de:

Team (2019) e Bastidas (n.d.). 4]

A média do nimero de células em cada quadrante foi calculada, bem como a concentragao

total de células, conforme indicado na equagéo 1:

(Eq.1) Concentracio = Média dos 4 quadrantes X Fator de diluicio x 10* cél/mlL

Com a concentrag@o obtida calculou-se o volume de células necessario para perfazer a

solugdo desejada, a partir das equagoes 2 e 3:

(EqZ) CiXVi = CfXVf

3.3.2. ImageJ

Este método de contagem foi utilizado no ensaio de proliferagdo, visando
quantificar o nimero de células expostas ao zinco ao longo de varios dias. O proposito
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deste ensaio consistiu em investigar o impacto do zinco na proliferacao das células BJ-
Sta, ocorrendo uma avalia¢do diaria de forma a monitorizar os efeitos do composto na

taxa de proliferacdo ao longo do tempo.

Neste ensaio, as células foram contadas no programa ImagelJ, para tal as imagens
foram divididas em quadrados de 6,52 x 1073 ¢cm? e foram contabilizados 12 quadrados
no total. Apos a contagem, a partir da equacao 4, foi possivel extrapolar o nimero de
células e obter um grafico de proliferacao das células BJ-5ta sob a influéncia de diferentes

concentragoes de zinco.

0,32 X n%de células contadas
0,078

(Eq.4)

Na equagdo acima os 0,32 cm representam a area do pogo em cm?. A area da grelha
tem 1,9 X 1071 cm? e contém cerca de 60 quadrados, dos quais apenas 12 foram contados

e que apresentam uma area de 0,078 cm? no Imagel.

3.4. Preparacio das diluicoes seriadas

Antes de avancar para qualquer um dos ensaios foi necessario preparar dilui¢des
seriadas de cinco concentragdes diferentes. Inicialmente preparou-se a solugdo stock,
dissolvendo 6,8 X 10~3g de ZnCl,(M=136,30 g/mol), em 5 mL de 4gua, para obter uma
concentracao de 10000 uM. Seguidamente foi possivel elaborar as seguintes diluigdes tal

como indicado na figura 9, utilizando as equacdes 2 e 3, apresentadas anteriormente.

A dilui¢do em série ¢ uma técnica que envolve uma sequéncia de diluigdes
progressivas, a partir de uma solucdo stock, reduzindo gradualmente a sua concentracao,
sendo que cada diluicao utiliza o material da etapa anterior como base. As dilui¢des
seriadas sdo normalmente utilizadas para determinar a concentra¢do desejada de uma

substancia. [°°]
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Figura 9. Representacio da preparacao de dilui¢des seriadas a partir de uma solucio
stock de zinco. A primeira dilui¢do de 1000 uM, resulta da jun¢do de 150 pL da solucdo
stock com 1350 pL de meio; a segunda diluicdo de 100 uM, resulta da juncao de 150 pL.
da primeira dilui¢do com 1350 puL. de meio; foi acrescentada também uma terceira diluigdo
de 50 uM que ndo esta representada na figura, de forma a abranger uma gama maior de
concentragdes, e esta resulta da jun¢do de 500 pL da segunda diluicdo com 500 pL de
meio; a quarta diluicdo de 1,0 uM, resulta da juncao de 200 pL da terceira diluigdo com
800 uL de meio; por fim a quinta diluicdo de 0,1 uM, resulta da jungdo de 200 uL da
quarta diluicdo com 800 pL de meio.

3.5. Ensaio de MTT

O ensaio de MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5 difenil tetrazélio] €
um ensaio colorimétrico de citotoxicidade®’), e foi utilizado para selecionar as

concentragdes mais adequadas de zinco para utilizar nos ensaios seguintes.

Funciona com base no principio de que a atividade mitocondrial estd diretamente
associada com o numero de células viaveis. Este ensaio ¢ realizado na auséncia de luz, e
envolve a reducao do MTT, que € um sal amarelo soluvel em 4gua, a cristais de formazan
que exibem uma coloragio azul-escura. *’% As alteragdes na concentracdo de formazan
estao diretamente correlacionadas com alteracdes no numero de células viaveis, detetadas
através de andlise espectrofotométrica, apds a sua solubilizagdo em
DMSO(Dimetilsulfoxido). %!
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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 avaliagdo dos efeitos
citotoxicos de varias substancias em diferentes concentragdes. A concentragao dos cristais
de formazan formados, resultantes da redu¢ao do MTT, ¢ medida pela densidade 6tica em
comprimentos de onda especificos (normalmente 540 e 720 nm). ©7**) Um aumento ou
diminui¢do do nimero de células vidveis ¢ diretamente proporcional a atividade
mitocondrial, que se reflete na concentracdo de formazan e, subsequentemente, nos

valores de densidade dtica obtidos durante a analise espectrofotométrica. 71

Para realizar este ensaio, utilizou-se uma placa de 96 pocos e foram testadas cinco
concentragdes de zinco: 1000 uM; 100 uM; 50 uM; 10 uM; 1,0 uM; 0,1 puM. Cada
concentragao foi testada em quadruplicados, bem como um controlo positivo (constituido
somente por células), e um controlo negativo (constituido somente por meio

DMEM:M199), e preencheram-se os pogos da placa de acordo com a figura 10.

|
w [1,0 uM
& |10 pM

100 UM
1000 UM
100 UM
1000 UM

48h 96h
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Figura 10. Esquema do ensaio de MTT- Representacdo da aplicacdo das amostras
na placa. A placa estd dividida em duas partes iguais, cada uma com o tempo de
incubagdo correspondente. Cada pogo estd com uma cor distinta, representante da sua

composi¢ao, 0os pocos brancos estdo vazios.

Iniciou-se por pré-aquecer a 37°C todos os reagentes que iriamos utilizar ao longo
do protocolo: PBS (1x), Tripsina/EDTA (1x), € meio de cultura DMEM:M199 para BJ-

5Ta completo.

Preparou-se a partir de um frasco de cultura uma suspensao de células, no controlo
positivo e nas diferentes concentragdes de composto, colocaram-se 100 pL de suspensao
de células. Para o controlo negativo, utilizaram-se 100 pL de meio de cultura. Incubou-
se a placa durante 24 horas. Concluida a incubagdo, substituiu-se o meio as células
aderentes, utilizando as solugdes preparadas anteriormente suplementadas com as
diferentes concentracdes de zinco e deixou-se incubar por mais 48h e 96h nas condicdes

otimas.

Passadas as 48h e as 96h, substituiu-se o meio de cultura dos pocos por meio
DMEM:M199 novo e acrescentaram-se 10 puL a cada pogo de uma solugdo composta por
1 ml de PBS + 5 mg de MTT. Apos 4 horas de incubagdo a 37°C, descartaram-se 85 uL
da solugdo presente em cada pogo e adicionaram-se 50 pL. de DMSO, pipetando ‘up and
down' de modo a solubilizar os cristais de formazan. Ap6s 10 minutos de agitagdo, fez-se
a leitura das absorvancias no espectrofotometro (Tecan® Infinite M200) a um

comprimento de onda de 540 nm.

A viabilidade celular de cada concentragdo do composto, calculou-se da através da

equacio 5:

L Média das absorvancias do ensaio
(Eq.5) Viabilidade(%) = ——7————F————————————————— X 100

Média das absorvancias do controlo positivo

A absorvancia de cada pogo foi corrigida por subtragdo do controlo negativo de
forma a eliminar o background. A viabilidade para cada concentragdo foi obtida através

do célculo da média das viabilidades dos quadruplicados.
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3.6. Ensaio de proliferaciao

O ensaio de proliferagdao ¢ fundamental para analisar os efeitos do composto em

estudo na proliferacio e viabilidade celular. [10%:101]

Para avaliar a atividade bioldgica do zinco e o seu efeito na proliferacao das
células BJ-5ta foram testadas trés concentragdes de zinco, aquelas que mostraram ser mais
eficazes no ensaio de MTT inicial (10 uM; 1,0 uM; 0,1 uM) tal como se pode verificar
na figura 11. De forma a testar o efeito das trés concentragdes, foram distribuidas 20 000
células em cada pogo. Sumariamente, utilizou-se uma placa de 96 pogos previamente
semeada com células (20 000 células/pogo), adicionou-se 100uL da respetiva
concentragdo de zinco e 100pL meio DMEM:M199 nos pogos de controlo, seguidamente
incubou-se na estufa. Ao fim de 24, 48, e 72 horas fixaram-se as células com etanol a
70%. A fixagdo foi realizada apos a lavagem dos pocos com PBS (1x), descartou-se e
adicionou-se o etanol, incubou-se durante 10 minutos a temperatura ambiente. Entretanto
preparou-se uma solucdo de DAPI (1:1000) com PBS (1x), numa concentracdo 300
ng/mL. Decorrido o tempo de incubagao, descartou-se o alcool e aplicaram-se 40 uL da
solucdo DAPI (1:1000) a cada pogo e incubou-se mais 10 minutos no escuro, foram
realizadas duas lavagens consecutivas com PBS (1x), e procedeu-se aos registos

fotograficos.

10 11 12

1,0 UM

10 UM

Figura 11. Esquema do ensaio de proliferacio. Representacio da aplicacio das
amostras na placa. Na primeira fila foi adicionado apenas meio, nas trés filas seguintes

foram adicionadas as respetivas concentragdes de zinco (0,1 uM; 1,0 uM; 10 uM).

Pagina | 49



3.7. Ensaio de migracao

A cicatrizagdo de feridas implica a proliferacdo e migragdo celular no leito da ferida,
sendo essa atividade bioldgica um ponto critico deste processo. Analisar a migragao
celular in vitro é muito util para compreender os mecanismos que integram a cicatrizagao.
(1021051 Al¢m disso, os testes in vitro sio habitualmente utilizados na investigagio

cientifica, devido a razdes éticas e a sua eficacia na identificacdo de substancias ativas.
[105]

O ensaio de “wound healing” ¢ uma técnica bastante utilizada, simples e consistente para
avaliar parametros da migracdo celular, como a rapidez, persisténcia e direcionalidade.
As células sdo cultivadas até formarem uma camada confluente, e entdo € criada uma
"ferida" propositada ao fazer um arranhdo com a ponta de uma pipeta, incentivando as
células na borda da ferida a moverem-se em diregdo ao espaco criado. 1219 Este ensaio

foi realizado para avaliar o papel do zinco na migragao celular.

Utilizou-se uma placa de 24 pogos com triplicados dos pogos de controlo e das trés
concentragdes de zinco (0,1 uM; 1 uM; 10 uM), na parte exterior da placa, marcou-se
uma linha vertical e outra horizontal para auxiliar a realizagao da ferida tal como pode ser
observado na figura 12. Na placa semearam-se cem mil células em cada pogo, incubou-
se a 37°C com 5% de COs, até obter uma monocamada confluente, € com a ponta de uma
micropipeta de 10 pL realizaram-se as feridas, de forma linear. Realizaram-se trés
ensaios, o primeiro com registo fotografico as Oh, 7h, e 24 h ap0s a ferida, o segundo com
registo fotografico as Oh, 6h, 24h e 48h apos a ferida, e o terceiro registo fotografico as

Oh, 24h e 48h apos a ferida.

== o
e eTida

— Tracos auxiliares

A.

Figura 12. Representacio das linhas auxiliares marcadas para a realizacio da ferida.
A ferida foi realizada com a ajuda da ponta de uma micropipeta de 10 pL, no espago

indicado pelos tragos auxiliares. Adaptada de: Hulkower e Herber (2011). [1%¢]
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Aspirou-se o meio de todos os pogos de forma a remover os restos celulares. Em seguida,
lavou-se duas vezes cada poco com 300uL de PBS de cada vez, e adicionou-se ImL do
respetivo constituinte a cada poco, no controlo somente meio DMEM:M 199, ¢ as trés
concentragdes de zinco (0,1 puM; 1 uM; 10 pM) nos pogos seguintes tal como

esquematizado na figura 13.

o1pM| B

C

1,0 UM

10 UM

Figura 13. Esquema do ensaio de migracdo. Representacio da aplicacio das
amostras na placa. Na primeira fila foi adicionado apenas meio, nas trés filas seguintes

foram adicionadas as respetivas concentragdes de zinco (0,1 uM; 1,0 uM; 10 uM).

Realizaram-se registos fotograficos utilizando a maquina fotografica digital Visicam®.
Posteriormente os registos obtidos foram verificados e tratados através do software
Imagel®, 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 concentracdo de zinco, utilizando a equacéo 6:

’ ' Area da ferida no inicio
(Eq.6) Areada ferida(%) = —— X x 100

Areada feridano final
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Ensaio de MTT (viabilidade celular)

De modo a verificar a viabilidade das células BJ-5ta em diferentes concentragdes
de zinco foi utilizado o ensaio de MTT, através da medicao da absorvancia a 540nm. Ao
longo do trabalho laboratorial foram realizados trés ensaios de MTT, e através dos valores
das absorvancias obtidos as 48 e as 96 horas, foram elaborados os graficos apresentados
nas figuras 14 e 15, que relacionam a viabilidade celular com a concentragdo de zinco.
Neste ensaio a absorvancia maxima do controlo ¢ 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 a analise estatistica utilizando o teste
one-way ANOVA, realizado no programa GraphPad Prism versdo 10. Os resultados
revelaram um P-value inferior a 0,0001, o que sugere a existéncia de diferencas

estatisticamente significativas entre os grupos avaliados.

Grafico de MTT as 48h
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Figura 14. Viabilidade das células BJ-5ta expostas a uma gama de concentracoes de
zinco (0,1 a 1000 pnM), determinada por ensaio colorimétrico de MTT apos 48 horas.
Ensaio realizado em quadruplicado, e resultados apresentados em média = desvio-padrao
(P-value <0,0001 e R2 =0,8859). O eixo xx contém as diferentes concentragdes de zinco

(uM) em estudo, e o eixo yy representa a viabilidade celular (%) das células BJ-5ta, para

Pagina | 52



cada uma das diferentes concentracdoes. O controlo ¢ apresentado a cinzento. As
concentragdes compreendidas entre 0,1 e 100 pM parecem aumentar a viabilidade,

enquanto a concentragdo de 1000 uM diminui drasticamente a viabilidade celular.

Tal como se pode observar no grafico apresentado na figura 14 com os ensaios
realizados, ndo parece haver citotoxicidade para as concentragdes de zinco entre 0,1 uM
e 100 uM, uma vez que a viabilidade celular ndo ¢ inferior a do controlo, correspondente
a 100% da viabilidade celular. Efetivamente, a concentragdo de 0,1 uM destacou-se por
aumentar a viabilidade celular até 124%, ja no caso da concentragdo mais alta testada

(1000 uM) verifica-se uma diminui¢ao acentuada da viabilidade celular.

Grafico de MTT as 96h
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Figura 15. Viabilidade das células BJ-5ta expostas a uma gama de concentracoes de
zinco (0,1 a 1000 pM), determinada por ensaio colorimétrico de MTT apos 96 horas.
Ensaio realizado em quadruplicado, e resultados apresentados em média = desvio-padrao
(P-value=0,0281 ¢ R2 = 0,8073). O eixo xx contém as diferentes concentragdes de zinco
(uM) em estudo, e o eixo yy representa a viabilidade celular (%) das células BJ-5ta, para
cada uma das diferentes concentracdes. O controlo ¢ apresentado a cinzento. A
concentracdo de 0,1 pM parece ser a unica que apresenta uma viabilidade ligeiramente

superior a do controlo, por outro lado, as restantes concentragdes revelaram induzir

citotoxicidade, sendo que as concentragdes de 1,0 e 10 uM sdo as que apresentam uma
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citotoxicidade inferior, quando comparadas as concentragdes compreendidas entre 50 e

1000 pM.

Por sua vez, no grafico apresentado na figura 15, a Ginica concentra¢ao que nao
parece apresentar citotoxicidade ¢ a de 0,1 uM, as restantes concentragdes revelaram
induzir citotoxicidade celular, mas a diferentes niveis, sendo que as concentracdes de 1,0
e 10 uM apresentam 87% e 58% de viabilidade celular, no entanto nao se revelam tao
toxicas como as restantes concentragoes mais elevadas de zinco. Os resultados do ensaio
acima também foram submetidos a analise estatistica, sendo que esta analise obteve um
P-value de 0,0281. Este valor indica uma significancia estatistica, e reforga a relevancia

das variag¢des observadas nos resultados do ensaio MTT as 96 horas.

A concentracdo ideal de zinco a utilizar neste ensaio varia consoante o tipo de

célula, e o objetivo especifico da investigagao.

Um estudo realizado por Fenyvesi et al. (2019), numa linhagem celular de
queratindcitos (HaCaT), verificou que as concentragdes que aumentaram a viabilidade
celular foram entre 0,1 ¢ 10 uM de sulfato de zinco (ZnSOs). No entanto, foi observado
que concentragdes mais altas de 40 e 60 uM de sulfato de zinco diminuiram
significativamente a viabilidade celular. 1%°! Salesa et al. (2021) testou os efeitos do
cloreto de zinco (ZnClz) na mesma linhagem celular, e obteve resultados semelhantes,
concluiu que a concentracao 6tima de zinco para a viabilidade celular parece estar entre
1,0 e 10 uM, sendo que as concentracdes fora deste intervalo podem ser toxicas para as
células. [''% Também foi comprovado por J Stork et al. (2010), que a administragdo de
cloreto de zinco (ZnClz) juntamente com o iondforo piritiona, na cultura de
queratinocitos (HEKa), causou reducao na viabilidade celular de forma dependente

tanto da concentra¢do de zinco quanto do tempo de exposi¢do. [!!!]

Com base nos resultados obtidos por S. et al. (2017), em que foi analisada a
citotoxicidade das nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO), comprovou-se que 0s seus
efeitos foram altamente dependentes da concentracdo, tempo de exposi¢do e tipo de
células envolvidas. Tal como apresentado na maior parte da literatura analisada,

verifica-se uma reducdo da viabilidade celular em altas concentragdes, no entanto, em
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baixas concentragdes, essas mesmas nanoparticulas melhoraram a viabilidade celular

em todas as linhas celulares testadas. ['!?]

Por sua vez, quando se observa o efeito do zinco nos fibroblastos, este
também parece ser dependente da concentracdo. Segundo Richard et al. (1993), quando
os fibroblastos da pele em cultura foram sobrecarregados com zinco, foi observado um
ligeiro efeito citotoxico. No entanto, em concentragdes 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 concentracdo e do contexto da

exposigdo. [11°]

Um outro estudo realizado em células semelhantes a linfoblastos, observou
que concentragdes elevadas de zinco tinham efeitos prejudiciais na viabilidade e
proliferagdo celular, levando a morte das células. Estes resultados sugerem que o zinco
tem uma citotoxicidade dependente da concentragdo, sendo que as concentragdes baixas
ndo tém efeitos nas células, mas as concentragdes elevadas causam uma diminuicao da

viabilidade e da prolifera¢do. 114

Assim, com base na literatura indicada e nos resultados obtidos, a
concentragdo Otima para manter ou aumentar a viabilidade celular nos ensaios de MTT
pode depender de varios fatores, e de um modo geral, esta varia consoante a linha

celular especifica e as condigdes 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 concentragao e do tempo
de exposicao. Na maioria dos resultados apresentados, as concentragdes de zinco acima
de 100 uM revelaram-se toxicas para diversas linhagens celulares, enquanto as

concentragdes 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 estdo de acordo com o que € apresentado na literatura. Tal como se pode
verificar nas figuras 14, o zinco ndo ¢ toxico para as células BJ-5ta em concentragdes
mais baixas, no entanto para concentragdes mais elevadas (>100 uM), este diminui a

viabilidade celular a partir das 48h. Por outro lado, quando se verificam os resultados
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obtidos as 96h, apresentados na figura 15, todas as concentragdes de zinco, exceto a de
0,1 uM, diminuem a viabilidade celular. Neste caso € necessario ter em consideracao as
condi¢cdes de cultura adversas, visto que apds 96h a probabilidade de existir um pH
alterado ou diminui¢ao de nutrientes essenciais ¢ maior, o que pode afetar a precisao e a
fiabilidade dos resultados do ensaio MTT. (135 Por conseguinte, teria sido mais
vantajoso executar o ensaio num periodo de incubag@o menor, de forma a nao estar tdo

suscetivel a esta limitacao.

Nao obstante, as concentragdes de cloreto de zinco (ZnClz) selecionadas para
serem utilizadas nos ensaios seguintes, foram 0,1 uM, 1,0 uM e 10 uM. Por outro lado,
a abordagem estatistica fortalece a confiabilidade das conclusdes obtidas e destaca a

relevancia das diferencas observadas entre os grupos em estudo.

4.2. Ensaio de proliferaciao

O ensaio de proliferagdo foi realizado em duas fases, numa primeira fase foram
selecionadas as concentragdes de zinco que se mostraram mais favoraveis a partir do
ensaio de MTT, e numa segunda fase onde foi analisado o comportamento proliferativo
das células com as trés concentragdes selecionadas inicialmente (10 uM; 1,0 uM; 0,1

uM).

Este ensaio ¢ elaborado com a contra-coloragdo com DAPI, e ap6s ser realizada a
observacao e contagem nos tempos estipulados das células BJ-5ta com zinco a diferentes
concentragoes, obteve-se um grafico de proliferacao, representado na figura 16. Os dados

do ensaio de proliferagdo foram também submetidos a andlise estatistica, desta vez

utilizando o teste two-way ANOVA, realizado no programa GraphPad Prism versao 10.

Os resultados revelaram que as modificagdes observadas ndo alcangam
significancia estatistica, uma vez que o P-value ¢ nao significativo (P-value = 0,9975).
Além da avaliagdo global, a andlise estatistica também envolveu um teste 7ukey de
comparagdes multiplas, que corroborou a auséncia de alteracdes significativas. Segundo
os resultados deste teste, existem alteragdes minimas na proliferagdo das concentragdes
de zinco quando comparadas com o controlo, o que sugere que nao existem diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos avaliados (P-value > 0,9999).
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Figura 16. Proliferacao das células BJ-5ta com diferentes concentracdes de zinco.
Ensaio em triplicado, e resultados apresentados em média dos dois ensaios de proliferagao
realizados. O eixo xx representa o tempo de exposi¢do ao zinco, € o0 €ixo yy representa o
numero de células BJ-5ta. O controlo ¢ apresentado a cinzento. A concentragao de 10 uM
parece apresentar os melhores resultados ao longo do tempo, no que diz respeito ao
comportamento proliferativo das células. O controlo e as restantes concentragdes parecem
ter um comportamento semelhante, e a diferenca entre o nimero de células ¢ muito

ligeira.
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Através da analise da figura 16 ¢ possivel observar que até as 48 horas, as duas
concentragdes mais baixas de zinco nao afetaram significativamente a proliferacao das
células BJ-5ta, quando comparadas com o controlo. No entanto, a concentragao de 10 uM
destaca-se por apresentar uma taxa de proliferacdo visivelmente superior aos restantes
resultados apresentados, tendo-se registado um aumento de aproximadamente 56%. A
partir das 48 as 72 horas, as células com a concentragdo mais elevada de zinco, continuam
a proliferar a um ritmo superior as restantes concentragdes e ao controlo, apresentando
um aumento de 34%. Os restantes resultados ndo apresentam grandes diferencas entre si,
a concentragdo de 1,0 uM teve um aumento de 20%, que ¢ ligeiramente superior ao
aumento de 19% registado no controlo, por sua vez a concentragao de 0,1 uM apresentou
um aumento de 18%, tendo sido o menor aumento registado as 72h. De um modo geral,
o efeito do zinco mostra-se favoravel na proliferacdo das células BJ-5ta, principalmente

na concentragao de 10 uM.

O zinco desempenha um papel crucial na regulagdo da proliferagdo celular,
mantendo a integridade do genoma e contribuindo para a homeostase dos tecidos. 116!
Além disso, participa em processos como a sintese e reparacao do ADN, bem como na

progressdo do ciclo celular, sendo vital para a saade de um modo geral. (117,118l

No que diz respeito a sua importancia para a saide 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 cé€lulas da pele contra os danos
oxidativos. 112120 Também est4 envolvido na formag¢io e manutencdo da barreira cutinea,
pois contribui para a produgdo de proteinas e lipidos presentes na sua constitui¢dao. Por
outro lado, o seu envolvimento na sintese de colagénio e elastina, apresenta potencial para
prevenir o envelhecimento precoce da pele, j4 que estas sdo proteinas essenciais para

manter a elasticidade e a firmeza. [119.121]

No contexto da cicatrizagdo de feridas, o zinco € essencial, visto que promove a
proliferacdo celular, a sintese de colagénio e a funcao imunitaria. Portanto, o zinco pode
promover a proliferagao de células, como ¢ o caso dos fibroblastos, que sdo importantes

para a reparagio e regeneragdo da pele danificada. [117:119,121]
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Segundo o estudo realizado por Tyszka-Czochara et al. (2014) o zinco apresenta
um efeito positivo na proliferacao celular. Os respetivos resultados demonstraram que o
zinco aumenta a viabilidade e a proliferagcdo dos fibroblastos da pele, especificamente a
uma concentragao de 16 uM. Isso indica que o zinco tem um efeito estimulante na taxa

de divisdo e no crescimento celular, [122]

Salesa et al. (2021) explora os efeitos do cloreto de zinco (ZnClz) numa linhagem
de queratinocitos humanos (HaCaT). O estudo descobriu que concentragdes de 1 ou 5 uM
de ZnCl: ndo afetaram a proliferacdo celular, e ndo se registaram efeitos citotoxicos em

concentragdes de até 10 uM ap6ds 24 horas. 119

Com base nos resultados de Julian-Dario Rembe et al. (2020), o zinco parece ter
um papel benéfico na proliferagdo. O estudo mostrou que diferentes derivados de zinco,
como o gluconato de zinco (ZnGluc) e o sulfato de zinco (ZnSO.), tém efeitos
significativos na proliferacdo celular em microambientes in vitro carentes de nutrientes.
Além disso, o estudo também sugere que o ZnGluc tem o efeito mais pronunciado na

inducdo da proliferagdo em fibroblastos humanos e queratindcitos. (1231

Um outro estudo realizado por Wang, Luo, et al. (2021), indica que o zinco tem
um impacto positivo na promocao do desenvolvimento de tecido conjuntivo, tal como
observado pelo seu efeito no aumento da taxa de proliferacdo dos fibroblastos gengivais

humanos (HGFs) e na regulagio da matriz extracelular. (7]

Hashemi et al. (2023) verificou que um creme composto por nanoparticulas de
oxido de zinco e extrato de caléndula, promoveu a cicatrizagdo dos tecidos ao aumentar
a proliferacdo e a viabilidade dos fibroblastos na area afetada. Neste caso, a concentragao
Otima para a proliferagdo celular foi de 100 puM. (221 No entanto, um outro estudo
realizado por Chen et al. (2021) obteve resultados contrarios, j& que neste caso as
nanoparticulas de 6xido de zinco ndo tiveram um efeito positivo na proliferacdo celular.
A baixas concentragdes, as nanoparticulas ndo afetaram a viabilidade ou a proliferagdo
celular, mas a concentragdes elevadas, estas inibiram significativamente a proliferagao
celular nos fibroblastos gengivais humanos (HGF-1). 1% Estes estudos comprovam que
o tipo de célula, e o objetivo t€ém uma grande influéncia nos resultados, no caso das células

BJ-5ta, estas apresentam um comportamento que se encontra em concordancia com a
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maior parte dos resultados obtidos na literatura, nomeadamente o efeito positivo que o

zinco tem na proliferacdo celular, particularmente, a concentracao de 10 pM.

4.3. Ensaio de migracao

O ensaio de migragdo 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 Otica,
a recuperacgdo da ferida em duas regides distintas, ao longo do primeiro ensaio. Estdo
representados o controlo, meio com concentrac¢do de 0,1 uM, 1 uM e 10 uM de zinco nos
as 0, 6 ¢ 24 horas.

0 HORAS 6 HORAS 24 HORAS

CONTROLO

0,1 uM

1,0 uM

10 pM
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Figura 17. Fotografias da recuperacio na regiio horizontal da ferida na presenca e
auséncia de zinco. Registos fotograficos do controlo, meio com concentragao de 0,1 uM,
1 uM e 10 pM, captados as 0, 6 e 24 horas com o microscopio 6tico invertido Leica DM

IL combinado com a cdmara Visicam PRO 20C, numa ampliagdo de 4x.

As fotografias ndo mostram diferencas significativas para o controlo e as
concentragdes de 0,1 e 1 uM. No entanto, para a concentracdo de 10 uM, ¢ possivel
observar um maior encerramento da ferida as 24h em comparagao com o controlo e com

as restantes concentracoes.

0 HORAS 6 HORAS 24 HORAS

CONTROLO

0,1 uM

1,0 um

10 uMm

Figura 18. Fotografias da recuperacio na regiao vertical da ferida na presenca e

auséncia de zinco. Registos fotograficos do controlo, meio com concentragao de 0,1 uM,
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1 uM e 10 uM, captados as 0, 6 e 24 horas com o microscopio 6tico invertido Leica DM

IL combinado com a cdmara Visicam PRO 20C, numa ampliagdo de 4x.

Os registos fotograficos da regido vertical da ferida ndo captam diferengas tao
visiveis entre as diferentes concentragdes € o controlo, em comparagcdo com as imagens
da regido horizontal, visto que a ferida parece cicatrizar a um ritmo semelhante em todos
os meios. Na revisdo bibliografica conduzida, ndo foram mencionadas referéncias
especificas quanto ao tempo de cicatrizagdo das células BJ-5ta, no contexto exato do
presente estudo. Portanto, no escopo do ensaio inicial de migra¢do celular, foram
estabelecidos os tempos de 0, 6 e 24 horas. No entanto, a analise das figuras 17 ¢ 18
revelam que a ferida ndo estd completamente cicatrizada no periodo determinado. Tendo
isso em consideracao, 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 cicatrizagao.

No segundo ensaio, observou-se uma convergéncia de resultados com o primeiro,
indicando consisténcia nos efeitos observados até entdo. Contudo, a analise do segundo
ensaio proporcionou novos dados, particularmente em relagcdo aos tempos apropriados
para avaliagdo do terceiro e ultimo ensaio. E relevante destacar que, as 6 horas, ndo foram
identificadas diferengas significativas no processo de cicatrizagdo entre 0s ensaios
iniciais. Assim, no terceiro ensaio, a realiza¢do dos registos fotograficos foi otimizada,
concentrando-se nos momentos criticos de 0, 24 e 48 horas, tal como pode ser verificado

nas figuras 19 e 20.
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0 HORAS 24 HORAS 48 HORAS

CONTROLO

o - -

Figura 19. Fotografias da recuperacio na regiao horizontal da ferida na presenca e

1,0 uMm

10 pM

auséncia de zinco. Registos fotograficos do controlo, meio com concentragdo de 0,1 uM,
1 uM e 10 uM, captados as 0, 24 e 48 horas com o microscopio 6tico invertido Leica DM

IL combinado com a cdmara Visicam PRO 20C, numa ampliagdo de 4x.

Nas fotografias registadas no terceiro ensaio, observa-se o encerramento total da

ferida, tal ocorreu as 24 horas em todas as concentragdes de zinco, enquanto no controlo
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esse efeito foi observado apenas as 48 horas. No decorrer deste ultimo ensaio, embora
tenha sido observado o encerramento da ferida, ndo foi possivel identificar uma evolucao
progressiva da cicatrizagdo, o que dificultou a distin¢do clara dos efeitos do zinco entre
as diferentes concentracdes em estudo. Essa limitacdo sugere a realizagdo de um novo
ensaio, incorporando registos fotograficos adicionais as 12 e 36 horas. Através desta
abordagem serd possivel uma compreensdo mais aprofundada do impacto do zinco na
cicatrizacdo das células BJ-5ta, fornecendo dados mais concretos e contribuindo para uma

interpretacdo mais robusta dos resultados.

0 HORAS 24 HORAS 48 HORAS

CONTROLO

0,1 uM

1,0 uMm

10 uM

Figura 20. Fotografias da recuperacio na regifio vertical da ferida na presenca e
auséncia de zinco. Registos fotograficos do controlo, meio com concentragdo de 0,1 uM,
1 uM e 10 uM, captados as 0, 24 e 48 horas com o microscopio 6tico invertido Leica DM

IL combinado com a cdmara Visicam PRO 20C, numa ampliagdo de 4x.
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Na figura apresentada acima, observa-se, novamente, o encerramento completo
da ferida, no entanto, esse efeito ocorre apenas as 48 horas tanto para o controlo quanto
para a concentragdo de 0,1 uM. Contudo, a concentragdo de 0,1 uM revela-se mais eficaz
na cicatrizacdo, uma vez que, o encerramento da ferida parece mais rapido em
comparagao com o controlo. Por sua vez, as concentragdes de 1,0 uM e 10 uM apresentam
um encerramento da ferida as 24 horas, corroborando as observagdes previamente

registadas.

Na figura 21, observa-se o grafico da recuperacdo da ferida ao longo do tempo

através da percentagem de ferida aberta, referente aos trés ensaios de migragao realizados.

A semelhanca do que foi feito no ensaio de proliferacio, os dados do ensaio de
migracdo também foram submetidos a andlise estatistica, utilizando o teste two-way

ANOVA, realizado no programa GraphPad Prism versao 10.

Os dados analisados no primeiro ensaio de migracao ndo alcangam significancia
estatistica em nenhuma das marcas temporais estabelecidas, uma vez que o P-value foi
ndo significativo (P-value=0,5965). O mesmo resultado foi comprovado no teste Tukey
de comparacdes multiplas, ja que nenhuma das concentracdes de zinco quando

comparadas com o controlo, obteve diferengas estatisticamente significativas.

Por outro lado, no segundo ensaio de migragdo os resultados sugerem a existéncia
de diferencas estatisticamente significativas entre os grupos avaliados, ja que foi obtido
um P-value de 0,0454. No teste Tukey de comparagdes multiplas, s6 a concentragdes de
10 uM apresentou alteracdes significativas quando comparadas com o controlo as 24

horas, tendo obtido um P-value =0,0177.

Por fim, no altimo ensaio de migragdo os resultados ndo apresentam significancia
estatistica (P-value=0,1020). Apesar de ndo ter obtido resultados estatisticamente
significantes na avaliacdo global, no teste Tukey de comparagdes maultiplas, as
concentragcdoes de 1,0 uM e 10 uM apresentaram alteragdes significativas quando
comparadas com o controlo as 24 horas, tendo obtido um P-value =0,0045 e P-value

=0,0342, respetivamente.
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Figura 21. Evolucio da cicatrizaciao da ferida com diferentes concentracgdes de zinco.
Ensaio em triplicado, e resultados apresentados em média dos trés ensaios de migragao
realizados. Percentagem de ferida aberta em funcdo do tempo em horas, para as células
nao expostas e em meio de cultura com 0,1 uM, 1 uM ou 10 uM de zinco. O eixo dos xx
representa o tempo (horas) de exposicdo ao zinco, € o eixo dos yy representa a

percentagem de ferida aberta. O controlo ¢ apresentado a cinzento e apresenta a maior
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percentagem de ferida aberta apos 48 horas. As concentragdes de zinco em estudo
parecem ter um comportamento semelhante, mas a concentragao de 10 uM destaca-se por

apresentar a cicatrizagao mais eficaz.

A partir da andlise do grafico acima, ¢ evidente que as variagdes da area no
controlo e nas restantes concentragdes de zinco sdo semelhantes nas primeiras 6 horas,
sendo que as curvas do grafico sdo praticamente sobreponiveis nesse periodo. Contudo,
entre as 6 e as 24 horas, bem como entre as 24 e as 48 horas, é claramente visivel um

aprimoramento no encerramento da ferida na presenga de zinco.

Por outro lado, ¢ interessante observar que, embora as concentragdes mais baixas
de zinco tenham demonstrado menos toxicidade para as células BJ-5ta no ensaio de MTT,
essas mesmas concentragdes parecem ser ligeiramente menos eficazes na cicatrizagdo
quando comparadas com a concentracdo de 10 uM. Assim, tal como no ensaio de
proliferacdo, também no ensaio de migragdo a concentragdo de 10 uM destacou-se das

demais, apresentando uma area de ferida menor em intervalos de tempo equivalentes.

Tanto a proliferacdo quanto a migragdo sdo componentes essenciais do processo
de cicatrizagdo. Constatou-se no ponto 4.2. que o zinco tem um papel critico na promogao
da proliferacdo, mas para além disso, este também possui propriedades que podem
influenciar a migracdo celular, e estas serdo discutidas de seguida, com base na literatura

e nos resultados da presente experiéncia.

O zinco ¢ amplamente utilizado tanto oralmente quanto topicamente para
promover a cicatrizagdo, ja que este atua na regulag¢do do stress oxidativo, na reparacao
de membranas celulares, na reepitelizagdo de tecidos, na angiogénese € na formagao de
cicatrizes, isto torna-o num elemento importante para facilitar a regeneragdo e reparagao
da pele. 1261271 Virios ensaios clinicos relatam os beneficios do zinco na cicatrizagio,
indicando a sua potencial utilidade como um agente terapéutico para a melhoria da satde

e, [127,128]

da pel

O potencial terapéutico deste microelemento deve-se ao seu papel em varios

processos fisioldgicos, tendo isto em consideragdo, estudos demostraram que a propria
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deficiéncia de zinco no organismo pode levar a atrasos no processo de cicatrizagdo, e

outras anomalias dermatoldgicas. [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 transcri¢do, essenciais para a
regulagao do metabolismo dos lipidos, proteinas e acidos nucleicos, o zinco pode inibir a
atividade de algumas MMPs, ajudando assim a manter a integridade da matriz
extracelular, e prevenindo a degradacdo do colagénio e da elastina, que podem levar ao
envelhecimento da pele. 7%121131133] Por outro lado, a sua capacidade antioxidante, e
preventiva dos danos UV, quando conjugada com o seu efeito na func¢ao de barreira da

pele, realca a sua utilidade na preven¢io do envelhecimento da pele. (121134

Focando novamente no efeito do zinco na migragdo, um estudo realizado por
Gundogdu et al. (2019), utilizou diferentes concentragdes de zinco (25-200 uM) numa
linhagem de fibroblastos dérmicos humanos (HDF), e & semelhanca dos dois ensaios
anteriores (pontos 4.1 e 4.2), foi demonstrado que o zinco tem um efeito dependente da
dose na migracao dos fibroblastos, com doses mais baixas a estimular a migragao celular,

e doses mais elevadas a ter um efeito prejudicial na viabilidade celular e na cicatrizagao.

[126]

Iqra Sahibdad et al. (2023) investigou o efeito do zinco nas células-tronco
mesenquimais (MSCs) derivadas do corddo umbilical humano (hUC). Os resultados
confirmaram que o zinco aumentou a adesdao celular, migracdo e potencial de auto-
renovacao das MSCs, e para além de nao ter efeito toxico nas células, também promoveu
a cicatrizagdo. 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 migragdo celular. Mais concretamente, refere que o
zinco ndo s6 aumenta a migracdo de fibroblastos da pele humana (HSF), e de
queratinocitos humanos imortalizados (HaCaT), como também promove a transformagao

de HSFs em miofibroblastos e acelera a produgdo e remodelagdo da matriz extracelular.

[130]
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Chen et al. (2022) desenvolveu e a caraterizou uma estrutura metalorganica
(MOF) a base de zinco, denominada Zn-BTC, cujo objetivo era promover a cicatrizagao
de feridas. Os autores prepararam Zn-BTC que liberta lentamente ides de zinco (Zn2+),
e demonstraram ter efeitos antibacterianos e anti-inflamatorios favoraveis. A nivel celular,
o Zn-BTC apresentou uma baixa toxicidade para os fibroblastos e aumentou a

prolifera¢do e a migragéo celular. 134

Por sua vez, Tenaud et al. (2000) investigou o efeito do zinco, do cobre e do
manganésio na migragao dos queratinocitos. No ensaio “scratch assay” realizado in vitro,
verificou-se que o zinco tem um efeito estimulante na migracao dos queratindcitos em
comparagdo com o controlo. Os investigadores descobriram que estes oligoelementos ndo
sO estimulam a migracdo dos queratindcitos, como também modulam a expressdo de

integrinas, que desempenham um papel na migragio celular. 13!

Um outro estudo realizado por Tandon et al. (2014), utilizou microparticulas
galvanicas de zinco -cobre, e observou que a presenca destas microparticulas aumentava
a migragdo dos fibroblastos. O zinco em conjunto com o cobre, gerou uma estimulagao
elétrica de baixo nivel que resultou num potencial elétrico e num aumento da produgao
de ROS. Isto, por sua vez, estimulou a migragdo de fibroblastos, o que comprova, mais

uma vez, a sua importancia na cicatrizagdo. (37!

Lin et al. (2017) explora a relagdo entre a deficiéncia de zinco e o atraso na
cicatrizagdo. Para além do zinco mostrar ser benéfico na migracao celular durante o
processo de cicatrizagdo, também sdo realgadas as suas propriedades antioxidantes e anti-

inflamatorias, que sdo fatores importantes no processo de envelhecimento. 3%

Foi ainda descoberto que o zinco tem propriedades antiandrogénicas, modula a
atividade da Sa-redutase e inibe a lisil oxidase, todos estes fatores podem ter um impacto
na migragao celular e na reparacao dos tecidos, portanto o seu uso pode ser benéfico em
condi¢des dermatologicas. (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 elasticas na derme papilar, levando a reducao das rugas em pacientes com pele
fotoenvelhecida. Assim, a conjugagao das propriedades fotoprotetoras e regenerativas do

zinco, tornam-no uma alternativa promissora para tratamentos antienvelhecimento. (7!
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Por conseguinte, com base nos dados disponiveis na literatura, e nos resultados
obtidos ao decorrer dos trés ensaios, a presenca de zinco pode ser benéfica para a
migragdo das células BJ-5ta, contribuindo para uma cicatrizacdo mais eficiente da ferida,
sendo importante referir que a concentragao de 10 uM demostrou ser mais eficaz ao longo
dos ensaios. No entanto, para uma melhor diferenciagao entre concentragdes de zinco em
estudo, ¢ fundamental considerar a necessidade de replicar os ensaios, e realizar registos

fotograficos a outros intervalos temporais.
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5. CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS

O zinco tem sido utilizado terapeuticamente durante séculos, como tal efetuaram-
se varios ensaios de forma a verificar o seu potencial como um agente antienvelhecimento
e de modo a fazer uma caracterizagdo mais aprofundada do comportamento das células

BJ-5ta na presencga deste elemento.

Diante do exposto, pode afirmar-se que, com esta linhagem de fibroblastos, o
zinco demonstra capacidade de promover tanto a proliferacdo quanto a migracao celular,
proporcionando, assim, uma aceleracdo no processo de recuperagdo cutdnea. Essas
conclusdes sdo apoiadas pela revisao da literatura, corroborando a eficacia do zinco com

base nas informagdes recolhidas.

E importante ressaltar que a resposta ao zinco ¢ dependente da sua concentragao,
sendo que a concentracao de 10 uM destacou-se como a mais favoravel em relagdo as
restantes e ao grupo de controlo, conforme evidenciado tanto no ensaio de proliferagcdo
quanto no ensaio de migragdo. No entanto, embora a concentragdo de 10 uM tenha
demonstrado os melhores resultados em termos de beneficio clinico, é essencial
considerar a toxicidade associada a cada concentracdo para garantir a seguranga e eficacia
do tratamento. Nesse contexto, no ensaio de citotoxicidade, a concentragdao de 0,1 uM
destacou-se como sendo a menos toxica para as células BJ-5ta, sugerindo que, apesar de
uma menor eficdcia em termos de beneficio clinico, essa concentragdo pode ser mais
segura e adequada para uso terapéutico a longo prazo, assim, este cendrio enfatiza a
complexidade da avaliagdo de faArmacos, onde o beneficio clinico pode superar os riscos
associados a determinadas concentracdes, requerendo uma andlise cuidadosa para
determinar a concentracao mais adequada para o uso terapéutico. Para além disso, foram
obtidas conclusdes a nivel dos tempos a utilizar no ensaio de migragdo, ja que os trés
ensaios efetuados teriam usufruido de registos fotograficos as 12 e as 36 horas, registos

esses que dado a limitagdes temporais nao foram realizados.

E fundamental reconhecer que tanto no processo de cicatrizagdo quanto no

envelhecimento, a complexidade da pele transcende os fibroblastos da derme. Uma
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variedade de células cutaneas, mediadores quimicos e celulares, desempenham papéis
essenciais em ambos os processos. Nesse sentido, a influéncia do zinco ndo pode ser
simplificada apenas em termos de migracdo e proliferacdo celular. No entanto, estes
modelos ndo deixam de representar uma parte fundamental da fase inicial nas
investigacdes, com potencial para reduzir estudos em animais, para além de serem mais
acessiveis e economicos. Esta abordagem pode ajudar a identificar candidatos
promissores para estudos mais avangados, como estudos de explante de pele ex vivo e,
eventualmente, ensaios em animais. Contudo, ¢ essencial reconhecer as limitacdes dos
estudos in vitro em relagdo a natureza complexa da pele e a necessidade de complementar

esses estudos com abordagens mais abrangentes e translacionais.

As dificuldades na prevencao do envelhecimento representam uma preocupagao
crescente, que tem vindo a ganhar importancia para a sociedade ndo so a nivel estético,
mas também pelos potenciais riscos que acarreta. A influéncia do zinco neste contexto
ainda ndo ¢ totalmente elucidada, pelo que ha uma necessidade de desenvolver pesquisas
mais aprofundadas nesta area, considerando os potenciais riscos associados as estratégias

de antienvelhecimento.
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