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MODELAGEM MATEMATICA DA CICATRIZACAO DE FERIDAS
CUTANEAS COM BASE EM MODELO BIOLOGICO EM RATOS

Autora: MARTA HELENA DE OLIVEIRA
Orientador: Prof. Dr. PAULO FERNANDO DE ARRUDA MANCERA
Coorientadora: Profa. Dra. CLAUDIA HELENA PELLIZZON

RESUMO

O acometimento de feridas na pele aciona o imediato processo de ci-
catrizacao para reparar a lesao. A cicatrizacao de feridas é um processo complexo
e composto por fases sucessivas e sobrepostas: inflamacao, proliferacao e remodela-
mento. A cicatrizacao de feridas cutaneas é um processo complexo, devido aos es-
tados patoldgicos associados, como a diabete, a localizacao e profundidade da lesao,
presenca ou nao de infeccao, estado nutricional do paciente, doencas cronicas, faixa
etaria e obesidade. As falhas no processo de cicatrizacao de feridas sao um problema
clinico importante com grandes impactos nos custos e cuidados com a satude abrindo
espago para pesquisas. Uma alternativa de tratamento é o uso de produtos baseados
em plantas medicinais por serem utilizadas popularmente desde o inicio da humani-

dade. As formulacoes dos tratamentos 10% O6leo-resina e 10% extrato hidroalcodlico



Xix
da copaiba apresentam atividade anti-inflamatoria, estimulo da angiogénese, da ree-
pitelizacao, remodelamento da matriz extracelular e retracao da area lesada. Como
investigacoes in vivo, nao invasivas, sao dificeis de executar, modelos mateméticos,
biologicamente realisticos, fornecem uma ferramenta importante para compreender
a cicatrizacao de feridas por meio de previsoes tedricas nao obtidas de outra forma.
Nesse trabalho é proposto a modelagem matematica dos tratamentos 10% dleo-resina
e 10% extrato hidroalcodlico através de equagoes diferenciais ordindrias e equagoes
diferenciais parciais deterministicas afim de obter o tempo de cicatrizacao das fe-
ridas, evidenciar aspectos fundamentais da angiogénese e fazer predicoes acerca de
resultados nao obtidos em laboratério. Para verificar a eficiéncia dos tratamentos
comparou-se os tratamentos a base de copaiba com o creme referéncia Colagenase e
com o creme lanette, veiculo dos cremes 10% O6leo-resina e 10% extrato hidroalcodlico.
O modelo de equacoes diferenciais ordinarias estudado reproduziu a resolucao do pro-
cesso inflamatério, o primeiro modelo de equacoes diferenciais parciais reproduziu a
dinamica de dispersao celular ao longo do raio da ferida e possibilitou encontrar o
tempo de cicatrizacao das feridas. O segundo modelo de equacoes diferenciais parci-
ais estimou a concentracao de fator de crescimento endotelial vascular e a densidade

do brotamento distal no leito da ferida.
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SUMMARY

The skin wounds occurrence triggers the immediate healing process to
repair the injury. The wound healing is a complex process and consists of successive
and overlapping phases: inflammation, proliferation and remodeling. The healing
of skin wounds is difficult due to the associated pathological conditions, such as di-
abetes, the location, depth of the lesion, the presence or absence of infection, the
patient’s nutritional status, chronic diseases, age range and obesity. The failures in
the wound healing process are an important clinical problem with major impacts
on costs and health care, and many researches are being developed. The use of
products based on medicinal plants is an alternative treatment for wound healing
due to their popularity since the beginning of the humanity. The formulations of
the treatments, 10% oilresin and 10% hydroalcoholic extract of copaiba, have anti-

inflammatory activity, stimulating angiogenesis, re-epithelialization, the extracellular
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matrix remodeling and injured area retraction. As non-invasive in vivo investigati-
ons are difficult to perform, then mathematical models, biologically realistic, provide
an important tool for the understanding of the wound healing through theoretical
predictions whic can not be obtained by other ways. In this work, we propose the
mathematical modelling of the treatments, 10% oilresin and 10% hydroalcoholic ex-
tract, using ordinary differential equations and partial differential equations to find
the time for the wound healing, to highlight fundamental aspects of angiogenesis
and to make predictions about results not obtained in the laboratory. In order to
verify the treatment efficacy the copaiba-based treatments were compared with the
collagenase cream reference and with the lanette cream, which is the vehicle for the
creams 10% oilresin and 10% hydroalcoholic extract. The resolution of the inflam-
matory process was reproduced by the model of ordinary differential equations, the
first model of partial differential equations replicated the dynamics of cell dispersion
along the radius of the wound and made it possible to find the healing time of the
wounds. The second model of partial differential equations estimated the concentra-
tion of vascular endothelial growth factor and the density of the capillary tips in the

wound centre.
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N3o existe sucesso sem sucessor.

John Maxwell



1 INTRODUCAO

A cicatrizacao de feridas é um processo dinamico, complexo, de grande
demanda metabdlica e regulado por mecanismos celulares, moleculares, bioquimicos
e humorais (relativo a imunidade), que se inicia logo apds a ocorréncia do ferimento
e pode durar anos (Eming et al., 2017; Reinke & Sorg, 2012).

A cicatrizacao de feridas cutaneas é reconhecida como importante para
a saude desde o principio da humanidade. Pergaminhos do antigo Egito (3200-
300 A.C.) ja descrevem procedimentos de tratamentos de feridas, com o uso de
compressao para hemostasia e principios de cicatrizagao em diferentes tipos de feridas
(Reinke & Sorg, 2012; Murray, 2000b).

A pele, maior orgao do corpo humano, é composto por duas camadas:
a epiderme (superficie da pele) e a derme (alguns autores consideram a hipoderme,
ou camada adiposa, como camada da pele). A pele possui anexos (foliculos capila-
res, glandulas sebdceas e sudoriparas), nervos, corpisculos sensoriais e vasculatura
(Moreski et al., 2018; Rittié, 2016; Reinke & Sorg, 2012). Os vasos sanguineos que
fornecem oxigénio e nutrientes para a pele e que removem residuos de produtos me-
tabdlicos sao encontrados na derme (Flegg et al., 2015). Entre as principais fungoes
da pele normal pode-se destacar a garantia de uma barreira protetora ao ambiente
externo, a termorregulacdo corpdrea e a protegao contra perda de dgua (Gushiken,
2017; Horng et al., 2017; Rittié, 2016). Quando essa barreira protetora é rompida
por trauma, lesao, radiacao, lesao quimica ou lesao térmica ocorre a injuria, que
resulta na ruptura da pele, chamada de ferida ou 1lcera e, imediatamente é acionado

o processo de cicatrizagdo para reparar o dano (Horng et al., 2017; Gushiken, 2017).
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As feridas podem afetar uma ou mais camadas da pele. Feridas super-
ficiais afetam a epiderme e, possivelmente, uma parte da derme, cuja cicatrizacao
é, basicamente, por reepitelizacao. Feridas profundas destroem a derme e, possi-
velmente, mais camadas e a cicatrizagao requer a formacao de tecido de granulagao
(Rittié, 2016; Murray, 2000b).

O sucesso na cicatrizacao de feridas profundas depende tanto de fa-
tores intrinsecos, como espécies oxidantes e fatores induziveis por hipdxia, quanto
de fatores extrinsecos como medicagao, estresse emocional, nutrigdo e idade (Flegg
et al., 2015).

Trés principais abordagens sao utilizadas para classificar/tratar uma

ferida (Rittié, 2016):

e primeira intengao: locais cirtirgicos nao infectados com perda minima de tecido

fechados com suturas (as mais simples);
e segunda intencao: processo de reparo de grandes perdas de tecido;

e terceira intencao: feridas abertas por determinado tempo, intencionalmente
para observacao, desinfeccao e desbridamento, e suturadas quando estiverem

limpas (as mais complicadas).

Nos seres humanos a maioria das feridas profundas sao de primeira
intencao. As feridas superficiais sdo pouco estudadas em pequenos roedores (ratos,
camundongos, coelhos), pois sua epiderme possui cerca de 50 ym (0.05 mm) de
espessura, o que inviabiliza a repeticao dos ferimentos (Rittié, 2016). A epiderme
e a derme, combinadas, tém a expessura de, aproximadamente, 1-3 mm, em porcos
e humanos, e a camada do tecido adiposo pode ter mais de 1 cm de espessura em
alguns locais da pele. No entanto, existem diferencas no mecanismo de cicatrizacao,
no tecido fibroso, entre humanos e animais dificultando a transposicao de estudos de
animais para humanos (Rittié, 2016; Abdullahi et al., 2014). Segundo Chvapil et al.
(1979) existem similaridades, na biologia do tecido conjuntivo, entre ratos e cavalos

possibilitando a extrapolacao de resultados obtidos nos experimentos com ratos para
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cavalos, animais de grande porte e alto valor economico. Em equinos, a cicatrizacao
de feridas cirturgicas ou traumaéticas se estende por periodos prolongados e muitas

vezes o custo limita ou inviabiliza o sucesso do processo de cicatriza¢ao (DeRossi

et al., 2009).

1.1 Células

As células tronco hematopoéticas (CTH), produzidas na médula dssea,
sao pluripotentes (originam todas as células sanguineas). As células precursoras
resultantes da diferenciacao das CTH expressam diferentes genes, a cada ciclo de
mitose, e diferenciam-se em apenas um tipo celular, alguns destes estao representados
na Figura 1. A diferenciagao celular ocorre sob influéncia de fatores soliveis (por
exemplo CSF - colony stimulatory-factor) e de interleucinas (IL-1, IL-3, IL-4, IL-5 e
IL-6) produzidas por células maduras (Vilas Boas, 2019; Carvalho & Collares-Buzato,
2005).

Os mondcitos circulam na corrente sanguinea e quando sao recruta-
dos no tecido, por fatores quimicos, se diferenciam em macréfagos. A funcao dos
macréfagos é regulada por diversas citocinas, leucotrienos e quimiocinas (fatores
que controlam a locomogao celular). O mondcito é a maior das células brancas
sanguineas, seu diametro mede de 12 a 15 ym e seu nucleo é grande e localizado
centralmente. Os macrofagos dos tecidos possuem aparéncia semelhante, porém sao
um pouco maiores, possuindo de 20 a 25 um de diametro. Tanto a vida meédia,
quanto a capacidade migratéria dos macréfagos sdo pouco conhecidas (Carvalho &
Collares-Buzato, 2005).

A principal funcao dos macréfagos é a defesa do organismo, a partir
da fagocitose, e apresentacao de antigenos. Em estigio avancado de um processo
inflamatoério estas células podem se acumular em grandes quantidades englobando
e digerindo detritos de células destruidas, proteinas indesejadas, microrganismos,

células senescentes e tumorais e, até mesmo células com potencial fagocitico como os



5 CONCLUSAO

Os modelos de EDO nos permitiram determinar alguns pontos de acao
das interleucinas pro e anti-inflamatérias durante o processo de cicatrizacao de feridas
cutaneas. Os dados numeéricos obtidos sao compativeis com aqueles in vivo, e as
aproximacoes do ultimo modelo de EDO foram mais precisas.

Os modelos de EDO reproduziram a dinamica celular de cicatrizagao
de feridas na pele de ratos, apresentando resultados para os niveis de celularidade
de macrofagos e neutroéfilos, consistentes com os valores de celularidade total obtidos
em laboratério. A curva do mediador pré-inflamatério ajustou com precisao o nivel
méaximo de IL-6 que ocorreu no dia 7 para os tratamentos 10% OR e 10% EH. O
nivel maximo de IL-6 para os tratamentos com CL e Colagenase ocorreu no dia 3 e
a abordagem do modelo nao foi tao eficiente quanto para os tratamentos a base de
copaiba. O tempo de cicatrizacao obtido pelo tratamento com 10% EH foi inferior a
10% OR, o que confirma a eficiéncia do tratamento.

A inser¢ao do termo na equagao da produgao da IL-6 advinda dos
macroéfagos, no modelo EDO, reduziu o coeficiente de rigidez do modelo proporcio-
nando um aumento no intervalo de busca dos parametros para o método numérico e
tornou o modelo mais realistico biologicamente.

O primeiro modelo de EDP proposto reproduziu a celularidade na
borda da ferida, que é maior para 10% EH do que para 10% OR, o que corro-
bora com os dados in vivo. Observamos a dispersao e o nivel celular ao longo do
raio da ferida, para todos os tratamentos, o que esta de acordo com os dados in vivo.

Notamos que a densidade celular é influenciada diretamente pelos neutroéfilos no leito
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da ferida, pelos macréfagos na borda da ferida e também encontramos o tempo de
cicatrizacao para todos os tratamentos por meio da insercao dos termos difusivos no
modelo de EDO.

O segundo modelo de EDP proposto, o de angiogénese, estimou os
valores do VEGF e do brotamento distal no centro da ferida para o tempo final
de experimentacao, dos quatro tratamentos, além de permitir o calculo do tempo
de cicatrizacao das feridas. Verificou-se a relacao entre o processo inflamatério e a
angiogénese e também a preponderancia da quimiotaxia na formagao e no direciona-
mento dos novos capilares.

Os modelos propostos levaram a obtencao de resultados que aproxi-
maram resultados de experimentos bioldgicos in vivo, os quais sao invasivos, de alto
valor economico e de dificil operacionalizacao. Os modelos matematicos evidencia-
ram aspectos importantes da celularidade e da angiogénese da cicatrizacao de feridas
mostrando o mutuo beneficio da colaboracao entre pesquisadores de diferentes areas.

Portanto, esperamos que nosso estudo possa contribuir para a compre-
ensao da cicatrizacao de feridas cutaneas, bem como, em trabalhos futuros, auxiliar
no desenvolvimento de novos tratamentos como alternativa para a utilizagao de fe-
ridas cutaneas em modelos animais.

Como trabalho futuro propoe-se a aplicacao de ferramentas computa-
cionais com abordagem discreta, em dimensao maior que um, para simular tempos
de cicatrizacao de feridas e taxas de crescimento de tecidos de multiplas populagoes

de células em proliferacao e migragao e o desenvolvimento da rede vascular.
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