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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.
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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
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Figura 1: Representacao esquematica da organizacao hierarquica da hematopoese na vida
adulta. Na medula dssea a célula tronco hematopoética (CTH), apds varios ciclos de
divisao celular, origina os precursores das células do sangue: linhagens de progenitores
capazes de extensa proliferagao e diferenciacao (LTC-IC). Apéds alguns ciclos dao origem
as células formadoras de colonias (CFC), neutréfilos e mondcitos (sangue), e estes ultimos

sdo denominados macréfagos apds diferenciarem-se nos tecidos. Fonte: Vilas Boas (2019).

neutrdéfilos. Os macréfagos possuem enzimas hidroliticas para a digestao do material
fagocitado e produzem espécies reativas de oxigénio e nitrogénio que sao toxicas
para bactérias, fungos e parasitas. Na Tabela 1 ¢é listado algumas substancias, e
sua importancia em processos fisiolégico e patoldgico, produzidas pelos macrofagos.
Algumas substancias sao produzidas e secretadas continuamente, ao passo que outras
sao liberadas apds estimulos externos, ou seja, os macréfagos devem estar estimulados
ou ativados (Kondo & Ishida, 2010; Carvalho & Collares-Buzato, 2005).

Os macréfagos mantém suas atividades e seu metabolismo em niveis
basais, pois as enzimas, citocinas e moléculas toxicas produzidas por estas células
podem causar sérios danos ao organismo se produzidas inadequadamente. Um

macrofago ativo aumenta seu tamanho e volume, possui grande habilidade de adesao,



Tabela 1. Substancias biologicamente ativas produzidas pelos macréfagos e algumas

de suas funcoes.

Substancia Funcao

Interleucinas 1 e 6 e TNF-o | Inflamacao e febre

Elastase, colagenase e FGF | Reorganizacao tecidual

VEGF Angiogénese
Interferon o Atividade antiviral
TGF-B Antimitético de linféfitos

Fonte: Carvalho & Collares-Buzato (2005).

produz grandes quantidades de mediadores biolégicos e tem mais habilidade de fa-
gocitar microrganismos e células tumorais (Carvalho & Collares-Buzato, 2005).

Segundo Carvalho & Collares-Buzato (2005), os fibroblastos sao células
que sintetizam componentes fibrilares (coldgeno e elastina) e nao fibrilares (glico-
proteinas e proteoglicanos) da matriz extracelular do tecido conjuntivo. Essas células
participam ativamente do processo de cicatrizacao e de fibrose em determinadas
doencas. As modulagoes fenotipicas e a diferenciacao dos fibroblastos sao mediadas
por citocinas promotoras de crescimento e por componentes da matriz extracelular,
alguns destes mediadores estao descritos na Tabela 2.

Os fibroblastos diferenciados possuem capacidade de sintetizar
proteinas estruturais da matriz extracelular, como os colagenos dos tipos I, III e
V, glicoproteinas nao-colagénicas, proteoglicanos, microfibrilas (coldgeno tipo VI) e
outros. Entre suas funcoes esta a de contribuir para sustentagao estrutural de teci-
dos e orgaos, ou seja, atuam como reguladoras do arranjo de componentes da matriz
extracelular no processo de reparo de lesoes, recrutando e, ou, comunicando-se com
macrofagos, linfécitos, granuldcitos e mastocitos. Os fibroblastos da derme sao capa-
zes de sintetizar grandes quantidade de colageno tipo III. Os fibroblastos produzem
as interleucinas IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, o fator de crescimento transformador 3

(TGF-B), entre outros, além das citocinas fibrogénicas IL-1a e IL-13 secretadas ini-



Tabela 2. Algumas substancias biologicamente ativas produzidas pelos macréfagos.

Mediador Fontes celulares e teciduais Atividades

TGF-Be Linfécitos T, Macréfagos, Fibroblas- | Migragao — /

TGF-a tos e Células musculares esqueléticas | Proliferacao

FGF-a e | Células endoteliais (cérebro, retina, | Migragao — /

FGF-8 matriz Gssea) e Macréfagos Proliferacao

EGF Granulécitos, Células ectodérmicas, | Migragao — /
Rins, Glandulas duodenais, Plaque- | Proliferacao
tas

Interferon y Linfécitos T e Células NK Migracao  /

Proliferacao

IL-1o e IL-13 | Macréfagos/Monécitos, — Linfécitos | Migragdo — /
T, B e NK, Fibroblastos, Que- | Proliferacao
ratinécitos, Células endoteliais,
musculares lisas e Glias

PDGF Macréfagos, Plaquetas, Células en- | Migragao  /
doteliais, epiteliais, musculares lisas | Proliferacao
e Glias

TNF-a Linfécitos Proliferacao

Colageno e | Produzidos por diversas células pre- | Migracao

Elastina sentes na matriz extracelular

IL-4 Linfécitos T e Mastocitos Migracao

TNF-(3 Macréfagos/Mondcitos, Linfocitos B | Migragao

e Fibroblastos

Fonte: Carvalho & Collares-Buzato (2005).
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cialmente por linfécitos T e, posteriormente, por neutroéfilos, macréfagos, eosinéfilos,
mastocitos e fibroblastos. O TGF-f pode induzir, indiretamente, a proliferacao celu-
lar por meio de outros fatores de crescimento, por exemplo dos fatores de crescimento
derivado de plaqueta (PDGF) (exacerba sintese de coldgeno e inibe a producao de
colagenase) (Carvalho & Collares-Buzato, 2005).

O processo de reparacao tecidual, em lesoes, caracteriza-se pela in-
flamacao aguda seguida pela deposicao de um tecido de granulacao transitério, cons-
tituido, principalmente, por fibroblastos e uma matriz extracelular vascularizada,

contendo os coldgenos tipo I e I1I e fibronectina (Carvalho & Collares-Buzato, 2005).

1.2 Cicatrizacao de feridas na pele

A expressao “cicatrizacao de feridas” designa uma série de processos
biolégicos complexos e que, normalmente, sao descritos em trés fases sucessivas e
sobrepostas: inflamatéria (hemostasia e inflamagao), proliferativa (formagao de te-
cido de granulacao e reepitelizacao) e remodelamento dos tecidos. Na Figura 2 estao
ilustradas as fases de cicatrizacao de feridas baseando-se em resultados de feridas de
animais (Gushiken, 2017; Rittié, 2016; Reinke & Sorg, 2012; Witte & Barbul, 1997).
Falha ou prolongamento em uma fase pode resultar no atraso da cicatrizacao ou no
nao fechamento da ferida (Reinke & Sorg, 2012; Witte & Barbul, 1997).

Uma fase precisa declinar para que a préxima se inicie; a desativacao
da fase inflamatdria é pré-requisito para deposicao da matriz extracelular no leito
da ferida. O processo de cicatrizacao é continuo e a divisao em fases é til para fins

didéticos (Rittié, 2016).



Fase inflamatoria Fase proliferativa Fase de remodelamento

e Hemostasia e Proliferagao celular e Resolugio
e Fagocitose e Angiogénese e Diferenciagao
e Inflamagao e Ativacdo de miofibroblasto e Formagao da cicatriz

Figura 2: Tlustracao das fases de cicatrizagao de feridas. Figura modificada de Eming

et al. (2017).

1.2.1 Fase Inflamatdria

A fase inflamatoria é uma fase essencial na cicatrizacao de feridas ca-
racterizada pelo aumento da permeabilidade vascular, quimiotaxia das células da cir-
culagao para a ferida, liberacao local de citocinas e fatores de crescimentos e ativacao
das células migratérias (Witte & Barbul, 1997). O papel da fase inflamatéria é lim-
par a ferida de células e moléculas estranhas antes da reconstrugao da pele (Rittié,
2016).

A hemostasia precede a inflamacao: a ruptura dos vasos sanguineos
expoe o colageno subendotelial as plaquetas resultando em agregacao de plaquetas
e ativagdo da parte intrinseca de coagulagao (a vasoconstri¢ao ocorre de 5 a 10 mi-
nutos apés a lesao dos vasos). O contato entre coldgeno e plaquetas, bem como
a presencga de trombina e fibronectina, resulta na liberacao de citocinas e fatores

de crescimento, tais como fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fa-
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tor de crescimento transformador B (TGF-{), fibronectina e serotonina. O codgulo
de fibrina formado localmente serve como estrutura para células invasoras como os
neutrofilos, mondcitos, fibroblastos e células endoteliais (Reinke & Sorg, 2012; Witte
& Barbul, 1997).

Os neutroéfilos sao as primeiras células a invadirem a ferida e perma-
necem até 5 dias apds a lesao caso a ferida nao esteja infectada. A permeabilidade
vascular aumenta devido a inflamacao e liberacao de prostaglandinas juntamente
com o gradiente de concentracao de substancias quimiotaticas como interleucina 1
(IL-1), fator de necrose tumoral o (TNF-a) e TGF-B. A resposta da célula, a um
sinal quimiotatico, também é mediada por receptores de superficie celular, por exem-
plo, PDGF é um quimiotético potencial para fibroblastos e células musculares lisas,
mas nao para células endoteliais, células epiteliais e leucécitos (Reinke & Sorg, 2012;
Witte & Barbul, 1997). Os neutréfilos agem como quimiotédticos para outras células
presentes na fase inflamatéria liberando mediadores tais como TNF-a, IL-13 e IL-6
os quais amplificam a resposta inflamatéria e estimulam VEGF, IL-8 e IL-10. Na
Figura 3 estao ilustrados alguns eventos que ocorrem na fase inflamatéria (Horng
et al., 2017; Reinke & Sorg, 2012).

As citocinas e os fatores de crescimento, geralmente, possuem mais
de um efeito nas células. Por exemplo, TGF-$ ¢é quimiotdtico para mondcitos na
escala fentomolar e aumenta a sintese de colageno na escala nanomolar, ou seja,
TGF-f ¢ quimiotdtico para mondcitos em uma concentragao menor (ordem de 10°)
do que a necessaria para aumentar a sintese de colageno e PDGF é quimiotatico
para fibroblastos em uma concentracao 100 vezes menor do que a necessaria para
estimular a proliferagao (Witte & Barbul, 1997).

Os neutrdfilos sao cruciais para que nao haja contaminacao bacteriana,
os macrofagos e linfocitos sao essenciais na fagocitose e na defesa antimicrobiana,
fungdes primordiais durante a inflamagao (Witte & Barbul, 1997). Estudos sugerem
que os neutréfilos esgotam os quimiotaticos que inicialmente os atrairam para a ferida

(Eming et al., 2017).
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Figura 3: Tlustragao de eventos que ocorrem na fase inflamatéria da cicatrizagao de feridas

na pele. Fonte: Gushiken (2017), figura modificada de Reinke & Sorg (2012).

A ativacao dos macrofagos tém implicagoes fundamentais em varios as-
pectos da cicatrizagao de feridas como desbridamento, sintese matricial e angiogénese.
A liberacao inicial de fatores de plaquetas é o primeiro estimulo forte a ativacao de
macroéfagos, os quais permanecem na ferida até o décimo dia, seguida pela fagoci-
tose de detritos celulares como fibronectina ou colageno (Moreski et al., 2018). A
ativagao de macréfagos leva a liberacao de citocinas que mediam a angiogénese e a
fibroplasia. Os macréfagos ativados podem ativar outras células, como os linfocitos,
via citocinas, os linfécitos, por sua vez, liberam interferons (IFN’s) e interleucinas.
Os IFN’s atuam de volta nos macréfagos para induzir a liberagao de outras citoci-
nas, como TNF-a, IL-1 e IL-6. Esse exemplo ilustra a complexidade das interagoes

entre as células durante a cicatrizagdo (Carvalho & Collares-Buzato, 2005; Witte &

Barbul, 1997).
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Os fibroblastos derivados da ferida sao caracterizados pelo aumento na
sintese e contracao de colageno e na diminuicao da proliferacao quando comparados
aos fibroblastos normais (Witte & Barbul, 1997).

A resposta inflamatoria reduzida afeta muito o processo de cica-
trizacao, mas também existem consequéncias negativas se essa resposta for aumen-
tada, por exemplo, a ativacao de um processo fibrético que pode debilitar a fungao
do tecido ou levar & faléncia do orgao (Eming et al., 2017; Witte & Barbul, 1997).
Assim temos que é fundamental o equilibrio entre os mediadores anti-inflamatérios
e os pré-inflamatoérios (Gushiken, 2017). As células leucociticas sofrem alteragoes
comportamentais do estado pré-inflamatério para o anti-inflamatorio.

A inflamacao, de um processo normal de restauracao da arquitetura
dos tecidos, possui trés etapas distintas: uma etapa pro-inflamatoria precoce na
qual elementos de resposta imune inata iniciam o reparo mobilizando e recrutando
as principais células inflamatérias, na segunda etapa a resposta proé-inflamatoria
comega a reduzir e as principais células inflamatorias, como os macréfagos, mudam
para um fendtipo restaurador e na ultima etapa a homeostase do tecido é restaurada

e as células inflamatdrias evadem da lesdo ou s@o eliminadas por apoptose (Eming

et al., 2017).

1.2.2 Fase Proliferativa

Na fase de proliferagao (3 a 10 dias apés a lesdao) o foco principal do
processo de cicatrizacao esta na recuperacao da superficie da ferida, na formacao do
tecido de granulagao e na restauracao da rede vascular (Reinke & Sorg, 2012).

A epiderme humana é um epitélio estratificado composto por camadas
organizadas de queratinécitos e o processo de reepitelizagao requer grande quantidade
de novas células para repor os queratindcitos perdidos na lesao (Rittié, 2016).

O tecido de granulagao consiste em uma densa populacao de

macrofagos, fibroblastos, vasos sanguineos embutidos em uma matriz frouxa de fi-
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bras de coldgeno, fibronectina e acido hialuronico. A matriz do tecido de granulacao
é depositada por fibroblastos. A formacao do tecido de granulacao para através do
processo de apoptose das células (Rittié, 2016; Reinke & Sorg, 2012).

Os fibroblastos e as células endoteliais sao as células principais dessa
fase. Os fibroblastos migram para o interior da ferida através do tecido circundante
(os quais precisam ser ativados, a partir do seu estado de repouso, no qual nao
sao replicativos), as células endoteliais proliferam das células intactas préximas a
ferida e formam novos brotos capilares pelo processo de angiogénese. Os fatores de
crescimento e as citocinas responsaveis pela proliferacao desses dois tipos celulares
advém, principalmente, de plaquetas e macréofagos ativados. Muitos dos fatores de
crescimentos como PDGF, fator de crescimento epidermal (EGF) e VEGF induzem
quimiotaxia, proliferagao e replicacao de fibroblastos (Reinke & Sorg, 2012; Witte &
Barbul, 1997).

Os brotos capilares formam pequenos canais capilares que se inter-
conectam formando um laco de vasos os quais, posteriormente se diferenciam em
artérias e venulas, completando o processo angiogénico apds a estabilizacao das pa-
redes dos vasos. O ultimo passo na fase de proliferagao é a formagcao do tecido de
granulagao (grande quantidade de compostos celulares) ao mesmo tempo em que a
fase de remodelamento se iniciou. A angiogénese ainda nao esta completa, logo o
tecido é bastante vascularizado, e como consequéncia a ferida pode apresentar verme-
lidao e pode ser traumatizada facilmente (Moreski et al., 2018; Reinke & Sorg, 2012).

Na Figura 4 ¢é ilustrado os principais eventos que ocorrem na fase proliferativa.

1.2.3 Fase de Remodelamento

A principal caracteristica na fase de remodelamento é a deposicao de
colageno. Do ponto de vista clinico essa é a fase mais importante, pois é nela que se
determina a forca da cicatriz (Witte & Barbul, 1997).

A derme intacta é composta, predominantemente, por coldgenos tipo
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Figura 4: Tlustracao de eventos que ocorrem na fase proliferativa da cicatrizacao de

feridas na pele. Fonte: Gushiken (2017), figura modificada de Reinke & Sorg (2012).

I (80% a 90%) e tipo III (10% a 20%). No tecido de granulagao o coldgeno tipo III
¢ aumentado para cerca de 30%, enquanto na cicatriz madura essa taxa se reduz a
10%. O aparecimento precoce do colageno tipo III coincide com o da fibronectina,
no entanto esse aparecimento precoce nao contribui para a resisténcia da cicatriz. As
fontes de colagenase na ferida sao as células inflamatérias e endoteliais, os fibroblastos
e os queratinécitos (Witte & Barbul, 1997).

O remodelamento é a ultima fase da cicatrizagao que pode durar até
um ano apoés a lesao. Essa fase é avascular, acelular e a deposigao de colageno tipo I11
(fase proliferativa) é substituida pela deposi¢ao do coldgeno tipo I (Reinke & Sorg,
2012). Na Figura 5 é ilustrado os principais eventos que ocorrem na fase proliferativa.

Existem componentes da pele que nunca se recuperam apods o fecha-
mento da ferida, em adultos a epiderme da cicatriz (iltima etapa fisioldgica da re-
paracao de feridas em mamiferos) resultante difere da pele nao lesionada (Reinke &

Sorg, 2012).
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Figura 5: Tlustragao de eventos que ocorrem na fase de remodelamento da cicatrizagao de

feridas na pele. Fonte: Gushiken (2017), figura modificada de Reinke & Sorg (2012).

A maioria das feridas que nao cicatrizam nao progridem normalmente
nas fases de reparo da ferida, mas permanecem em um estado inflamatério cronico

levando a um reparo anormal, ou seja, cicatrizes hipertréficas ou queldides (Reinke

& Sorg, 2012).

1.3 Angiogénese

A formacao de novos vasos sanguineos, mais especificamente de no-
vos capilares, a partir de uma rede capilar pré-existente ¢ denominada angiogénese
(Flegg et al., 2015, 2012; Bischoff, 1995). Os vasos sanguineos sao formados por
artérias, arteriolas, veias, vénulas e capilares (tubos formados por células endoteli-
ais) e est@o ilustrados na Figura 6. As paredes finas dos capilares permitem a troca de

substancias entre o sangue e os tecidos do corpo (Meneghelli, 2013; Bischoff, 1995).
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Figura 6: Tlustracao dos vasos sanguineos. As artérias ramificam-se em artérias menores
chamadas arteriolas as quais ramificam-se em uma mirfade de vasos sanguineos mintsculos
denominados capilares. Grupos de capilares, no interior dos tecidos, reinem-se para formar
pequenas veias chamadas vénulas as quais se fundem para formar as veias (Meneghelli,
2013). Figura modificada de Adams & Alitalo (2007) e gerada pelo aplicativo BioRender
(Aoki, 2020).

No inicio da fase inflamatéria ocorre grande influxo de células infla-
matorias (como macréfagos e neutréfilos) para regiao da ferida liberando uma vari-
edade de fatores de crescimento e angiogénicos tais como VEGF (Flegg et al., 2012;
Schugart et al., 2008). Proteinas de coagulacao, células inflamatorias, e subprodutos
metabdlicos fornecem uma grande quantidade de fatores angiogénicos e de cresci-
mento para o interior da ferida o qual é condicionado & moderada hipdxia. Esses
fatores angiogénicos recrutam fibroblastos e células endoteliais os quais se acumulam
na regiao da ferida, esse acimulo de células aumenta a demanda por suprimentos
sanguineos (Schugart et al., 2008). Em situagoes de aumento de consumo de oxigénio

e de nutrientes a rede vascular basal é insuficiente para o suprimento da regeneracao
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tecidual (Oliveira et al., 2010); Eeses fatores quimicos fornecem o estimulo necessério
para a angiogénese (Flegg et al., 2015, 2012; Bischoff, 1995).

O crescimento de novos vasos sanguineos em dire¢ao ao centro da fe-
rida, direcionados por fatores quimicos angiogénicos liberados por macréfagos, se
inicia com o desenvolvimento de novos vasos precursores denominados brotos (do
inglés buds). A formacao dos brotos, recrutados de vasos intactos na borda da fe-
rida, é induzida por elevados niveis de fatores angiogénicos (Pettet et al., 1996a).
Cada broto se estende para formar um pequeno brotamento proximal (do inglés
sprout) cujas extremidades, denominadas brotamento distal (do inglés tip), movem
em direcao ao centro da ferida, ou seja, na dire¢ao da fonte de fatores angiogénicos.

O processo de formagao dos brotos esta ilustrado na Figura 7.

Células Formagao de
endoeliais Migracao Proliferagao capilares

'

Figura 7: Tlustragao da formacao dos brotos (buds) e do brotamento proximal (sprout).

Figura modificada de Bischoff (1995) e gerada pelo aplicativo BioRender (Aoki, 2020).

Enquanto as extremidades dos vasos, ou dos capilares, se direcionam ao

centro da ferida ocorrem muitos contatos do tipo brotamento distal-com-brotamento
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distal ou brotamento distal-com-brotamento proximal formando arcadas ou loops
em um processo denominado anastomose (Flegg et al., 2015; Adams & Alitalo, 2007;
Pettet et al., 1996a).

Angiogénese é um processo fundamental e decisivo em resposta pro-
tetiva tal como na cicatrizacao de feridas (Flegg et al., 2012; Schugart et al., 2008;
Pettet et al., 1996b; Bischoff, 1995) envolvendo a resposta quimiotética das células en-
doteliais dos vasos sanguineos aos fatores angiogénicos produzidos pelos macréfagos
no interior da ferida (Pettet et al., 1996a). A epiderme bem nutrida mantém sua
capacidade de migracao e proliferagao e a manutencao desses nutrientes é garan-
tida pelos vasos sanguineos, ou seja, acredita-se que a angiogénese seja um processo
essencial na recuperagao de feridas na pele (Strigini & Ryan, 1996).

Angiogénese ¢é altamente regulada pela agao de citocinas e fatores de
crescimento e auxilia no transporte de macrofagos e neutroéfilos para o leito da ferida
(Flegg et al., 2015). Miofibroblastos e macréfagos desempenham um papel impor-
tante na angiogénese devido a secrecao de VEGF durante o processo de cicatrizagao
de feridas o qual é um fator angiogénico essencial na formagao do tecido de granulacao
(Khalaf et al., 2019).

Uma vez que a necessidade metabdlica da cicatrizacao ¢ atingida, a
ferida se fecha e os vasos sanguineos regridem (as células endoteliais tormam-se
quiescentes) deixando a regido vascularizada com cicatriz fibrosa na proporcao da
ocorréncia da inflamacao (Schugart et al., 2008; Bischoff, 1995). Em condigoes fi-
siolégicas como reproducao, desenvolvimento embrionério e regeneracao tecidual, a
angiogénese ¢ altamente controlada, ou seja, é desencadeada por breves periodos e
em seguida é completamente inibida o que nao ocorre em alguns canceres que pos-
sui crescimento anémalo de vasos sanguineos (Meneghelli, 2013; Bischoff, 1995). A
angiogénese patologica promove o recrutamento continuo de células inflamatdérias
exacerbando a inflamagao e os danos (Kim et al., 2013). Segundo Flegg et al. (2015)
o crescimento tumoral e a cicatrizacao de feridas possuem muitas semelhancas tal

como a ligacao célula-célula e a reorganizacgao tecidual, no entanto existem diferencas
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fundamentais como, por exemplo, a angiogénese associada a cicatrizagao de feridas
¢ muito regulada, sendo que os novos vasos sanguineos regridem apds a cicatrizacao
estar completa.

A quimiotaxia é um fendmeno presente tanto na cicatrizacao de feridas
quanto no desenvolvimento de tumores (Pettet et al., 1996a; Balding & McElwain,
1985). Segundo Iglesias & Devreotes (2008) muito do nosso entendimento do meca~
nismo direcionado (quimiotaxia) é oriundo dos neutréfilos.

A quimiotaxia, nas células eucariéticas, envolve uma série de pro-
cessos coordenados e distintos: motilidade (as células se movem por extensao dos
pseud6podes anteriores e retragdo dos posteriores), polarizacao (as células reorgani-
zam os componentes celulares, levando ao desenvolvimento de bordas dianteiras e
traseiras com sensibilidades distintas para quimioatratantes) e deteccao de gradiente
(células eucaridticas, como neutréfilos, possuem a habilidade de detectar e amplificar
gradiente espacial) (Iglesias & Devreotes, 2008).

A quimiotaxia, a capacidade de detectar heterogeneidades espaciais na
concentracao de quimioatratantes extracelulares e de responder por polarizacao e
migragao em direcao as fontes, é crucial para direcionamento das células do sistema
imunolégico, bem como aquelas em tecidos em regeneracao. A quimiotaxia também
desempenha um papel fundamental em eventos patoldgicos, como metédstases e in-

flamagao excessiva (Iglesias & Devreotes, 2008).

1.4 Tratamentos de Feridas na Pele

A migragao epidérmica é duas vezes mais rapida em uma ferida imida
do que em uma desidratada. A remocao da crosta e o contato com o ar também
reduzem a migragao de queratindcitos. Assim, cremes e adesivos curativos, para
feridas, podem auxiliar no processo de cicatrizagao (Rittié, 2016). No entanto, em
alguns casos, as feridas cutaneas apresentam dificuldades na cicatrizagao devido a

estados patolégicos associados como a diabetes, pertubagoes imunes e isquemia (Mo-
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reski et al., 2018). Outros aspectos afetam o processo de cicatriza¢do como, por
exemplo, localizacao, profundidade da lesao, presenca ou nao de infecgao, estado nu-
tricional do paciente, doencas cronicas degenerativas, faixa etaria e obesidade (Guo
& DiPietro, 2010; Ferreira et al., 2003).

Falhas na cicatrizacao de feridas continuam sendo um problema clinico
importante, com grandes impactos nos custos com cuidados na saide (Witte & Bar-
bul, 1997). Segundo Gushiken (2017), no Brasil nao existem dados oficiais sobre
os gastos com tratamentos de lesdes cutaneas, mas nos Estados Unidos esse custo
atinge o valor de US$37 bilhoes por ano, com gasto de aproximadamente US$5,700
por pessoa.

O mercado oferece uma diversidade de produtos para o tratamento de
feridas, entretanto nao hé consenso sobre a op¢ao mais indicada, assim a busca por
medicamentos, que possam acelerar o processo cicatricial, minimizando o desgaste
fisico e emocional dos pacientes e o custo, é uma area promissora (Moreski et al.,
2018; Ferreira et al., 2003).

Uma alternativa é o uso de produtos naturais e de plantas medicinais,
por serem muito utilizadas popularmente desde o inicio da humanidade no trata-
mento de feridas. Ja se conhece o efeito de varios produtos naturais (a base de
babosa, arnica, babagu, barbatimao, papaina, etc) que auxiliam na cicatrizagao da
pele lesada. A Organizacao Mundial de Satide recomenda o levantamento, a identi-
ficac@o, o estimulo e a orientagao do uso de plantas medicinais que possuam eficacia
e seguranca terapéutica comprovada (Moreski et al., 2018; Ferreira et al., 2003).

Estudos comprovaram propriedades antimicrobianas, analgésicas, an-
tiulcerosas, antitumorais e o potencial cicatrizante de diferentes formulacoes de Co-
paifera langsdorffi, popular copaiba, arvore nativa das regides norte e nordeste do
Brasil. Esses estudos consideraram produtos a base da dleo-resina das cascas e do

extrato hidroalcodlico das folhas das arvores (Gushiken et al., 2017b,a; Paiva et al.,

2002).
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1.5 Dados Experimentais

A obtencao do extrato hidroalcodlico das folhas e da dleo-resina da
casca de copaiba em forma de creme foi realizada pela equipe do Prof. Dr. Jairo
Kenupp Bastos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirao Preto, Univer-
sidade de Sao Paulo (USP), dentro do projeto FAPESP 2011/13630-7 - “Validagao
Quimica e Farmacoldgica de Extratos e Principios Ativos de Espécies de Copaifera”.

Foram obtidos 90 mL da 6leo resina de Copaifera langsdorffii de uma
amostra localizada em Cajurd, Sao Paulo, Brasil. Um espécime de comprovante
(SPFR 10120) identificado por Milton Groppo Junior foi depositado no Departa-
mento de Biologia, FFCLRP, USP. Folhas de Copaifera langsdorffii foram coletadas
em Ribeirao Preto, Sao Paulo, Brasil e identificadas por Milton Groppo Junior. Um
espécime de comprovante (SPFR 10120) foi depositado no Departamento de Biologia,
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirao Preto, USP.

O creme lanette (CL) foi usado como veiculo para o preparo dos cre-
mes a base de Copaifera langsdorffii nas concentracoes de 10%, tanto da déleo-resina
da casca, quanto do extrato hidroalcodlico das folhas da planta. Também foi sinteti-
zado um creme a base de Colagenase 1.2 Ul (nome utilizado para designar o creme
comercial a base de colagenases) a partir do veiculo (creme lanette/base) a fim de
utilizar um controle positivo semelhante ao medicamento de referéncia no mercado
para comparagao com os tratamentos a base de copaiba (Gushiken, 2017).

O CL é uma base farmacéutica ionica comumente indicado para incor-
poracao de extratos por assegurar significante estabilidade ao produto (Souza Neto
Junior et al., 2019; Silva, 2012). O CL apresenta pH entre 5,0 e 6,5 e sua cera
¢ uma dispersao coloidal composta por 90 partes de &alcool graxo e 10 partes de
tensoativo (Silva, 2012). A colagenase é uma agente desbridante enzimatica usada
no tratamento de feridas infectadas e cirirgicas. Estudos anteriores relatam que a
colagenase atua limpando o tecido necroético da ferida por um método enzimatico,

acelerando a formacao do tecido de granulacao e subsequente reepitelizacao em lesoes
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dérmicas de ratos (Durmus et al., 2009).

Os dados bioldgicos foram coletados pela equipe da Profa. Dra.
Claudia Helena Pellizzon do Departamento de Biologia Estrutural e Funcional do
Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista “Juilio de Mesquita Fi-
1ho”, campus de Botucatu, dentro dos projetos FAPESP 2011/13630-7 - “Validacao
quimica e farmacolégica de extratos e principios ativos de espécies de copaifera” e
2014/23684-5 - “Avaliagdo dos mecanismos celulares e moleculares na cicatrizagao
de lesoes cutaneas utilizando cremes a base de extrato hidroalcodlico e dleo-resina de
Copaifera langsdorffii”. Todas as praticas experimentais foram executadas de acordo
com os protocolos experimentais e de ética animal (Protocolo n°® 413-CEUA de 19
de junho de 2012) e aprovados pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA).

Foram utilizados ratos Wistar machos com peso entre 200 g e 250 g, os
quais tiveram o dorso tricotomizado e feita uma lesao na regiao dorsal com o auxilio
de um punch de 2 cm de diametro, conforme ilustrado na Figura 8. Os animais foram
divididos em 4 grupos experimentais: creme base lanette (controle negativo), creme
de Colagenase 1.2 Ul (controle positivo), extrato hidroalcodlico das folhas de copaiba
na concentracao de 10% (10% EH) e leo-resina da casca de copaiba na concentragao

10% (10% OR).

Figura 8: Esquema (A) e fotografia (B) ilustrando o modelo de excisao de lesao cutanea

de segunda intengao utilizando punch de 2 cm de diametro. Fonte: Gushiken (2017).

Os animais foram tratados uma vez ao dia com a aplicagao dos cre-

mes de acordo com o respectivo grupo experimental, por 3 diferentes periodos de
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tratamento: 3, 7 ou 14 dias (cada periodo com 32 animais). Os dias, para experi-
mentacao, foram escolhidos de acordo com as fases da cicatrizacao de lesoes cutaneas

(inflamatéria, proliferativa e de remodelamento) descritas na literatura (Gushiken,

2017; Reinke & Sorg, 2012).

3 dias 14 dias

Creme Lanette

Colagenase
o q .
—

Figura 9: Fotografias das lesoes dos animais tratados com cremes Lanette, Colagenase,
10% EH e 10% OR durante 3, 7 e 14 dias de experimentagao. Os grupos 10% EH e 10%
OR apresentavam no local somente a cicatriz da lesdo enquanto os grupos CL e colagenase

apresentavam crosta fibrinosa. Fonte: Gushiken (2017).

Pelas lesoes analisadas ao longo de 3 dias de tratamento nao consta-

taram diferenca estatistica de retracao. Nas analises macroscopicas, os tratamentos
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10% EH e 10% OR apresentaram lesoes sem exsudato e com crosta aderida, sendo
que nos demais grupos houve a presenca de exsudato e edema na regiao das lesoes.
Apéds 7 dias de tratamento, os grupos tratados com 10% EH e 10% OR possufam
lesoes com crosta aderida e sem a presenca do exsudato, diferentemente do observado
nos grupos CL e Colagenase. Pelas lesoes analisadas ao longo de 14 dias constataram
retracao estatisticamente significativa para os grupos tratados com 10% EH e 10%
OR. Nos animais do grupo CL e Colagenase, observou-se a permanéncia da crosta
fibrinosa aderida a lesao. Nos grupos 10% EH e 10% OR, os animais nao apresen-
tavam mais a crosta de fibrina, apresentando no local somente a cicatriz da lesao
(Gushiken, 2017). Efeitos dos tratamentos estao ilustrados na Figura 9.

As amostras de pele homogeneizadas foram submetidas a anélise por
ELISA para a quantificacao das citocinas pré-inflamatérias IL-13, IL-6 e TNF-a e da
citocina anti-inflamatéria IL-10. Segundo Gushiken (2017) pelos resultados obtidos
na analise de IL-13 constataram a redugao da concentracao dessa interleucina nos
tratamentos 10% EH e 10% OR apds 3 dias e as anélises dos periodos de 7 e 14 dias
nao mostraram diferencas entre os tratamentos nas concentragoes de IL-13. Os niveis
de IL-6 também estavam reduzidos nos tratamentos 10% EH e 10% OR comparados
aos niveis elevados dessa interleucina no grupo CL apds 3 dias de tratamento. Nao
houve alteragdo na concentragao de IL-6 (ilustrado na Figura 10) durante 7 e 14
dias (Gushiken, 2017). As concentragdes de TNF-a também estavam reduzidas nos
grupos 10% EH e 10% OR apéds 3 e 14 dias de tratamento. Nao houve diferenca
significativa nos niveis da citocina anti-inflamatoéria IL-10 apds 3 dias de tratamento.
Em 7 dias, observamos aumento da concentracao dessa interleucina nos grupos 10%
EH e 10% OR em comparagao aos grupos CL e Colagenase, conforme ilustrado
na Figura 11. Apds 14 dias nao houve diferenca significativa entre os tratamentos
(Gushiken, 2017; Gushiken et al., 2017a).

Na borda das lesoes, observou-se no dia 3 um aumento significativo do
ntimero de células totais dos grupos 10% EH e 10% OR em relagao aos grupos CL e

Colagenase, conforme ilustrado na Figura 12. Também na borda das lesoes, observou-
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se o aumento da imunomarcacao do anticorpo antigeno nuclear de proliferacao celular

(PCNA) nos grupos 10% EH e 10% OR em relagao aos grupos CL e Colagenase apds

3 dias, conforme ilustrado na Figura 13. Durante o tratamento por 14 dias, houve

aumento da area de retracdo nos grupos 10% EH e 10% OR comparados ao CL,

conforme ilustrado na Figura 9 (Gushiken, 2017).

A IL-6 é uma citocina que possui efeito na inflamacao, resposta imune

e hematopoese. Juntamente com o TNF-u e a IL-13, a IL-6 atua como um fator pro-
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inflamatoério, mediando a migracao de neutroéfilos e macréfagos para a area de lesao.
Desse modo, a reducao da concentracao de IL-6 apés 7 dias nos grupos 10% EH e
10% OR comprova a agao anti-inflamatdria desses tratamentos sobre essa citocina.

O potencial anti-inflamatorio do extrato hidroalcodlico e da éleo-resina
na cicatrizacao de feridas de pele pode ser evidenciado nao sé pela reducao dos
niveis de citocinas pré-inflamatoérias como IL-1(3, IL-6 e TNF-a, mas também pela
atividade da citocina anti-inflamatéria IL-10, inibindo a inflamacao cronica, o que
evita a formagao de fibrose tecidual e o atraso na cicatrizagao das lesdes. Além de
modular a sintese de citocinas pré-inflamatérias, como a IL-6, a IL-10 também reduz
a infiltracao de neutréfilos e macréfagos na regiao da injuria.

Os resultados obtidos, por Gushiken et al. (2017a), pela contagem dos
vasos nas bordas e centro das lesoes dos grupos tratados em 3, 7 e 14 dias (conta-
gem do brotamento distal, na borda da ferida, ilustrado na Figura 15), juntamente
com a imunomarcacao para VEGF, ilustrado na Figura 14, indicam o estimulo dos
tratamentos 10% EH e 10% OR na formacao de vasos no centro das lesdes apds 3
dias e borda apoés 14 dias. O mecanismo de angiogénese local tem como um de seus

mediadores o VEGF, entretanto, também pode haver influéncia do TGF-31.
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Figura 14: Curva de dispersao da média
dos dados experimentais do quimiotra-

tante VEGF na borda da ferida (pm?).

Figura 15: Dispersao da média dos da-
dos experimentais da densidade do bro-

tamento distal na borda da ferida (U).

As formulagoes 10% EH e 10% OR apresentaram atividade anti-
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inflamatoéria, retracao da area lesada, estimulo da angiogénese, da reepitelizacao
e remodelamento da matriz extracelular. No entanto, a 10% OR apresentou maior
expressao de FGF-2, caracterizando a proliferagao de fibroblastos e a sintese de
coldgeno, e o 10% EH a maior expressao de fator inibidor de migragao de macréfago
(MIF), estimulando a diferenciacdo de fibroblastos a miofibroblastos na érea de re-
tracao da lesdo (Gushiken et al., 2017a).

Gushiken (2017) verificou a eficdcia dos tratamentos 10% EH e 10%
OR na cicatrizacao a partir da retracao macroscépica das lesoes cutaneas apods 14
dias de tratamento, além do efeito de ambos na atividade anti-inflamatdéria local,
estimulo da reepitelizacao, angiogénese, proliferacao celular e remodelamento de ma-
triz extracelular.

Em termos de experimentos com animais de grande porte, Walton
& Neal (1971) realizaram um estudo com feridas de segunda intencao de 4 cm?
nos flancos e nos membros inferiores de cavalos que demoraram, em média, 27 e
59 dias para cicatrizarem, respectivamente. Sendo que foram verificadas alteragoes
nas feridas durante 12 meses. Comparando o periodo de tempo necessario para
experimentos com cavalos e ratos percebemos a viabilidade de se estudar modelos

em roedores e aproxima-los para os equinos.

1.6 Modelagem Matematica da Cicatrizacao de Feridas na

Pele

A cicatrizagao de feridas é crucial para preservar a integridade dos
orgaos apos perda de tecido, no entanto ainda é parcialmente compreendida, ape-
sar de varios estudos (Murray, 2000b). Como investigacoes in vivo, nao invasivas,
sao dificeis de executar, modelos matematicos biologicamente realisticos fornecem
uma ferramenta importante para compreender a cicatrizagao de feridas. O desen-

volvimento de modelos matematicos pode fornecer meios de identificar elementos do
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processo, incluindo informagoes para auxiliar no aprimoramento de metodologias de
tratamentos e na melhoria do gerenciamento clinico. Esta bem estabelecido que esses
modelos matematicos tém o potencial de gerar previsao tedrica, nao antecipada por
outros meios, estimulando pesquisas biomédicas e reduzindo o despéndio de tempo
e de gastos financeiros com experimentos (Flegg et al., 2015).

A aplicacao de ferramentas computacionais modernas possibilita o
continuo e acelerado desenvolvimento de modelos matematicos para melhor descrever
o processo de cicatrizacao de feridas durante o fechamento facilitado e nao facilitado.
Logo, existe a oportunidade de obtencao de modelos cada vez mais completos e preci-
sos, que nao envolvam simplificacOes excessivas as quais levariam a resultados menos
adequados. Todas as fases de cicatrizacao de feridas tém sido modeladas, mas a
maioria dos trabalhos focam nas fases proliferativa e na contracao. Assim, existe a
oportunidade de se criar modelos para estudar o processo transiente da cicatrizacao

de feridas, tal como a migracao celular (Jorgensen & Sanders, 2016).

1.7 Estrutura do Texto

No Capitulo 2 revemos trés modelos de equacoes diferenciais ordinarias
(EDO) homogéneas desenvolvidos por Dunster et al. (2014) com uma breve ex-
planacao analitica dos pontos de equilibrios. Serd apresentado a calibracao dos
parametros para o terceiro modelo, o mais completo, e entao propomos um novo
modelo matemético com o objetivo de reproduzir mais realisticamente a dinamica
celular.

No Capitulo 3 expomos o estudo de dois modelos de equagoes diferenci-
ais parciais (EDP) desenvolvido por Murray (2000b) e Sherratt & Murray (1990) com
a descricao do estudo de ondas viajantes, com a reproducao das solugoes numéricas
e com a aplicagao do modelo composto por um sistema de EDP’s aos tratamentos
10% OR e Colagenase. Para finalizar propomos um novo modelo de EDP capaz de

estimar a densidade celular total no leito da ferida e, consequentemente o tempo de
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cicatrizacao da mesma.

No Capitulo 4 estendemos o modelo do Capitulo 3, baseado em Schu-
gart et al. (2008) e Pettet et al. (1996a), para um modelo original capaz de reproduzir
aspectos importantes associados a angiogénese.

No Capitulo 5 apresentamos a conclusao final do trabalho e diregoes

futuras para a pesquisa.

1.8 Objetivo

Utilizar modelos matematicos capazes de predizer o tempo de cica-
trizacao de feridas na pele e de descrever aspectos da angiogénese a partir de um

antioxidante fornecido.



2 MODELAGEM MATEMATICA DA FASE IN-
FLAMATORIA

Apresentamos trés modelos, descritos em Dunster et al. (2014), que
descrevem a evolugao de populagoes de células: macrdfagos, neutréfilos ativos e
neutréfilos apoptéticos, de um mediador pré-inflamatério (IL-6), que é quimiotatico
para células brancas (leucdcitos), e um mediador anti-inflamatério (IL-10), que é
liberado pelos macréfagos quando eles removem os neutréfilos apoptéticos. Ao fi-
nal do capitulo propomos um modelo matematico considerando a insercao da acao
dos macréfagos na produgao do mediador pro-inflamatério. Os dois modelos mais

completos serao aplicados aos quatro tratamentos descritos na Secao 1.5.

2.1 Equacao de Hill

A resposta de variagoes, de muitas interagoes moleculares, em sistemas
celulares exibe uma curva sigmoidal, para entradas de concentracoes. A equacao de
Hill é utilizada para quantificar a cooperatividade em que a ligacao de uma molécula
efetora (ligante, ativador) ao receptor aumenta a ligacdo das moléculas seguintes.
Isso é observado na regulagao alostérica (que exige cooperatividade) de enzimas e de
ligantes que se conectam as suas respectivas macromoléculas (Dubitzky et al., 2013;

Ingalls, 2013). A equagao de Hill descreve a saturagao das moléculas receptoras, Y,
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em funcao da concentracao efetora e é dada por:

AL
Yz o

sendo Z a concentragao de entrada, n, o coeficiente de Hill (coeficiente de coope-
ratividade) e ko5 a constante de meia saturacao (quantifica a concentragao limiar
necessaria para 50% da produgao de resposta) (Dubitzky et al., 2013; Ingalls, 2013).
Alguns gréficos da funcao de Hill estao ilustrados na Figura 16 para diferentes valores

do coeficiente ny,. A equagao (1) pode ser escrita na forma:

Y =2 (1-Y),

ou seja,
Y - Zm
1-Y  kgy
Aplicando o logaritmo a equacao anterior temos a equacao de Hill
linearizada:
Y
In (W) =n,InZ —nyln (kos), para 0<Y <1l (2)

Para o cdlculo das constantes pode-se utilizar a equacao (1) na sua
forma linearizada a qual é apresentada na equagao (2).
Considerando V,,,, a taxa maxima de reacao alostérica temos que a

taxa liquida de reacao alostérica, V', pode ser representada pela equacao:

V=YV =V —nh
max max n . 3
ko + 2" )

Se nj, = 1 a equagao (3) se torna a equacao de Michaelis-Menten, se
np > 1 temos a resposta de cooperatividade positiva e para n, < 1 a resposta de
cooperatividade é negativa (Dubitzky et al., 2013). Gréficos para equagao (3) estao
ilustrados nas Figuras 17 e 18 para diferentes valores de V.. e de kg5, respectiva-
mente.

A equacao de Hill pode representar a cinética de repressao de uma

reacao biomolecular por meio da equacao:
ok
B+ B

sendo R a concentragao de molécula repressora (Dubitzky et al., 2013).

(4)
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Figura 16:
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Figura 17: Tlustracao dos graficos da
equacgao (3) para diferentes valores de
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2.2 Problemas Stiff
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Figura 18: Tlustracao dos graficos da
equacgao (3) para diferentes valores de

ko.5.

Todos os métodos para aproximacao de solucao de problemas de valor

inicial possuem termos de erro que envolvem uma derivada de ordem superior da

solucao da equacao. Se a derivada puder ser limitada, entao o método tera um limi-

tante de erro que pode ser usado para estimar a precisao da aproximacgao. Mesmo
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que a derivada cresca a medida que os passos aumentam, o erro pode ser mantido
sob relativo controle, desde que a solucao também cresca em modulo. Entretanto,
muitas vezes surgem problemas para os quais o médulo da derivada aumenta, mas
a solucao nao. Nessa situagao o erro pode crescer tanto que chega a dominar os
calculos. Problemas de valores iniciais para os quais tal fato pode ocorrer sao cha-
mados “equagoes rigidas” (problema tipo stiff) e sdo bastante comuns, especi-
almente no estudo de vibragoes, reagoes quimicas e circuitos elétricos (Burden &
Faires, 2008).

As equagoes rigidas tém restrigoes quanto ao uso de métodos numéricos
para obtencao de suas solugoes. Por exemplo, temos que um método pode ser apli-
cado a equagao rigida iy = Ay, para A < 0, somente se A\h, em que h é o tamanho
do passo, estiver na regiao de estabilidade absoluta do método - condi¢ao que impoe
restricao sobre o tamanho de h. Por exemplo, se h < ﬁ o método de Euler pode ser
aplicado & equagao rigida y' = Ay (Burden & Faires, 2008).

Segundo Sartori (2014), em geral, rigidez surge em sistemas de EDO
sendo possivel indentificar o grau de rigidez por meio da matriz associada ao sistema.

Considere o sistema linear:

y = Bx (5)

com y = y(t) € R* e B uma matriz constante de dimensao s x s com autovalores
N €C,i=1,2,---,s Considerando Au: € Apin 0s autovalores, da matriz B, de
maior e de menor moédulo, respectivamente, definimos que um sistema linear com
coeficientes constantes € rigido se todos os autovalores, da matriz B, tém parte real

negativa e se o coeficiente de rigidez (cr) for grande, ou seja, se

|>\max|
= Do >> 1. (6)

A Equacao (6) continua valida para sistemas de equagoes diferenciais

cr

ordindrias nao lineares considerando A como sendo a matriz jacobiana do sistema
(Sartori, 2014). Esta definigdo diz que a soluc¢ao do sistema, tem algumas compo-

nentes que decaem muito mais rapido que outras, exigindo diferentes tamanhos de
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passo para manter a solugao dentro da regiao de estabilidade do método numérico.
Se aplicarmos métodos explicitos em equagoes rigidas, precisaremos de passos bem
pequenos para garantir a estabilidade, e assim serao necessarios muitos passos para
obter a solucao, com uma dada tolerancia, tornando o método muito caro, ou inviavel
(Sartori, 2014). Por outro lado, aplicando métodos implicitos com uma regiao de es-
tabilidade absoluta grande o suficiente para nao impor restrigoes de estabilidade,
poderemos escolher o passo tao grande quanto quisermos (Sartori, 2014; Burden &

Faires, 2008).

2.3 Modelos Matematicos

Nessa secao serao apresentados trés modelos de EDO’s com complexi-
dade, bioldgica e matematica, crescente. No contexto de EDO estamos interessados
no tempo gasto para se obter os niveis celulares que caracterizam a cicatrizacao em
uma regiao pré-definida, logo, acompanhemos as variagoes das populagoes de células
tempo a tempo, para esse trabalho, dia a dia. As varidveis e os parametros, para
todos os modelos desse capitulo estao descritos nas Tabelas 3 e 4, respectivamente.
Iniciamos com o modelo da resposta inflamatoria focando na resolucao da inflamacao
baseada na interagao de duas populagoes de células (macréfagos e neutrdfilos) com
uma citocina pré-inflamatoria. Esse modelo é considerado em um ambiente estéril.

Sejam n(t) e a(t) a celularidade total de neutréfilos ativos e
apoptoticos, respectivamente, m(t) a celularidade total de macréfagos e ¢(t) a con-
centragao do mediador pré-inflamatério (IL-6), ao longo do tempo ¢. O estimulo do
modelo é fornecido pela fungao f(t), a qual modela o efeito fisico do dano no tecido
resultando em uma crescente concentracao de mediador pré-inflamatorio. O feed-
back positivo atua via neutréfilos os quais invadem a ferida em resposta ao mediador
pro-inflamatério e morrem naturalmente transformando em neutréfilos apoptoticos.
Os neutroéfilos apoptéticos podem decompor liberando sua carga toxica, danificando

tecidos e, portanto, fechando o ciclo de feedback positivo aumentando os niveis do
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mediador pré-inflamatoério. Os macréfagos também chegam em resposta ao mediador
pré-inflamatoério, mas depois agem para remover neutréfilos apoptéticos (formando
assim um feedback negativo) e morrem naturalmente. O decaimento da concentragao
do mediador pré-inflamatério se da pela resolu¢ao do processo inflamatério (Dunster

et al., 2014). O modelo resultante é dado por:

( (fl_? =XnC — VN, (7a)
% —vn—".a—¢ma, (7b)
Z—T =Xm € = Y M, (7c)

G =@tk () e (7a)

A fungao f representa o dano fisico no tecido e é da forma
f(t) = H(Ar —t) sen®(t)
com

nan-n-{ §mrsar
em que A representa a quantia de danos ocorridos no tecido. As condigoes iniciais
do sistema sao impostas como n(0) = a(0) = m(0) = ¢(0) = 0.

O diagrama representando os eventos incorporados no modelo (7) estéd
ilustrado na Figura 19. O modelo possui, no maximo, trés pontos de equilibrio, os
quais sao obtidos igualando o sistema a zero e desconsiderando o parametro «, pois
para t > Am temos que a fungao f(t) = 0. Temos o ponto de equilibrio trivial

(n,a,m,c,g) = (0,0,0,0,0) correspondente ao estado saudavel da pele, e os nao

triviais dados pelas equagoes:
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Figura 19: Diagrama representativo do modelo matematico (7). A linha pontilhada

representa um feedback positivo e a linha tracejada o feedback negativo. O feedback

positivo é baseado na habilidade dos neutréfilos apoptoticos em sintetizar o mediador

pro-inflamatorio a uma concentragao k, o qual atrai mais neutrofilos para a area

lesada. O feedback negativo ocorre segundo a fagocitose dos neutréfilos apoptoticos

pelos macréfagos a uma taxa ¢. O impulso inicial do modelo se da pela fungao f(t) a

uma taxa de concentracao inicial de macréfagos. Baseado em Dunster et al. (2014).

* XTL*

n* = =—c, (8a)
Xm
m" = =—c", 8b
Ym (8b)
o kava
ST B =
2
- 1_4( Ve +g> <%Ba)
. KaXm — Ym/ \KaXm
o = o (84)
2 ; +—)
(kaXm Ym
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Tabela 3. Descricao das variaveis para os modelos.

Variaveis Unidades
t Tempo Dia
n(t) Populagdo de neutréfilos ativos no tempo ¢ cel mm™3
a(t)  Populagao de neutréfilos apoptéticos no tempo ¢t | cel mm™>
m(t) Populagdo de macréfagos no tempo t cel mm~3
c(t)  Mediador pré-inflamatério no tempo ¢ pg mm 3
g(t)  Mediador anti-inflamatério no tempo ¢ pg mm 3

cel: numero de células
pg: picogramas (1071° kg)

correspondem ao estado nao saudavel da pele.

1 2

Se — < < T | i) ( NP ) temos que o modelo é monoestével (o
4 kaXm — ¥m /) \KaXm

ponto de equilibrio trivial é sempre estavel, pois todos os autovalores da sua matriz

jacobiana sdo reais e negativos), senao temos dois pontos de equilibrios adicionais
representando a pele nao saudéavel, quando forem positivos. Existe uma regiao na
qual o modelo apresenta bifurcacao de Hopf (Dunster et al., 2014; Strogatz, 1994).

Dunster et al. (2014) provaram a estabilidade do modelo (7), em sua
forma adimensional, utilizando o critério de Routh-Hurwitz, apresentaram os diagra-
mas de bifurcagoes e discutiram os efeitos de varios parametros-chave que sao alvos
para intervencao terapéutica e concluiram que a taxa de apoptose de neutréfilos jun-
tamente com a taxa de fagocitose de macréfagos seriam benéficos para a resolugao
da inflamacao (Edelstein-Keshet, 2005). A andlise da estabilidade do modelo nao
serd aqui apresentada por nao ser objetivo desse estudo. Para pequenos valores de
B, o sistema é biestavel e para grandes valores de (3, apenas o ponto de equilibrio
trivial ¢é estavel, o que também ocorre para pequenos valores de 7,,.

Dunster et al. (2014) afirmaram que embora o modelo (7) seja analiti-

camente tratavel, ele é incapaz de reproduzir algum comportamento biolégico obser-
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Tabela 4. Descricao dos parametros para os modelos mateméticos. Todos os
parametros sao positivos.
Parametros Unidades
v Taxa de apoptose dos neutréfilos dia=!
Xm Taxa mixima de influxo dos macréfagos cel pg~! dia™!
X» Taxa méxima de influxo dos neutréfilos cel pg~! dia=!
Taxa de fagocitose cel ™! mm?3 dia~!
o Taxa de producao inicial do mediador ¢ pg mm 3 dia~!
B, Taxa de saturacao cel mm~3
B, Taxa de saturacao cel mm™3
B. Taxa de saturacao pg mm 3
B, Taxa de saturagao pg mm 3
Bye Taxa de saturagao pg mm~?
Yo Taxa de necrose secundaria dia™!
Ym Taxa de evasao dos macréfagos dia~!
vy  Taxa de decaimento do mediador g dia=t
Y.  Taxa de decaimento do mediador ¢ dia=!
k, Taxa de producao do mediador ¢ pelos neutréfilos pg mm ™3 dia~!
k, Concentracao da producao de ¢ pg mm 3
k,  Taxa de producao do mediador g cel™ pg
A Numero de vezes que o dano é causado ao tecido no tempo dia
Sistema (26)
k,, Taxa de producao do mediador ¢ pelos macréfagos pg mm > dia~!
Bm  Taxa de saturacao cel mm™3




38
vado (no contexto de resposta inflamatéria) necessitando, portanto, de melhoria. O
modelo (9) inclui um feedback positivo advindo da liberagao do fator pré-inflamatério

pelos neutréfilos ativos e é dado por:

(d

d_? =XnC— UM, (9a)

d

& =vn—"y,a—¢ma, (9b)
) ddt

G =X e, (90)

de n? a?

— = t kn| ———— ko | ——— ) — e 9d
G a0t () ek () e (9)

Fixado os valores dos parametros do sistema (7), determinados pela
andlise da estabilidade, é possivel fazer o estudo andlogo para determinar a regiao
desejada para k, e (3,. As condigoes iniciais sdo as mesmas do modelo (7).

No modelo (9) dois feedbacks positivos ligam os neutréfilos ao mediador
pré-inflamatorio: através dos neutréfilos apoptoticos (kq7,) e também dos neutréfilos
ativos (k,) introduzido nesse modelo. Baseado em experimentos biol’ogicos é espe-
rado que a taxa na qual os neutrdfilos ativos produzem o mediador pré-inflamatoério
seja menor do que a taxa de producao pelos neutréfilos apoptéticos, ou seja,
kn << kqve. Com um feedback negativo e dois positivos a taxa de apoptose dos
neutrofilos (v) passa a alterar a dinamica do sistema, em contraste ao modelo (7).

O préximo modelo matematico inclui a liberacao do mediador anti-
inflamatério (IL-10) derivado da ac@o dos macréfagos no processo inflamatério.
Pensa-se que o reconhecimento de neutrofilos apoptoticos por macréfagos os reprogra-
mem para liberar sinais anti-inflamatdrios, incluindo IL-10 e TGF-f. Considerando
que os macrofagos liberam um mediador genérico anti-inflamatério (g(t)) com taxa
constante k, quando os macréfagos fagocitam os neutréfilos apoptéticos.

Dunster et al. (2014) assumiram que o mediador anti-inflamatério decai
linearmente a uma taxa 7, e que auxilia na resolucao da inflamacao, diminuindo a
taxa de influxo de neutréfilos (. é a escala de concentragao na qual a taxa de influxo

de neutréfilos diminui) e aumentando a taxa apoptose de neutréfilos. Sabe-se que
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a taxa na qual os neutrodfilos sofrem apoptose pode ser modificada por estimulos
extracelulares, e acredita-se que mediadores anti-inflamatérios aumentem essa taxa.
Considerando o mediador pré-inflamatério como um marcador que decresce a taxa
de apoptose dos neutréfilos a uma taxa . (nivel normalizado do mediador pré-
inflamatério) e o anti-inflamatério como um que aumenta a taxa de apoptose a uma
taxa f3,. Esses efeitos foram incorporados na taxa de apoptose dos neutréfilos v e o

resultado é o modelo:

. (1+2)
an _ XnC — By n, (10&)
dt <1+ g) <1+5>

Bgc Bc
d 1+%
d_j :Vn@—%a—qﬁma, (10Db)
1+ —
(1+5)

dm
kR _ 1
dt ch fymm7 ( OC)
de n? a?

—_— = t kn — aka - e 1Od

i =0k () ek () e a0

d

e =kgpma—ry,g9, (10e)
\ dt

sendo que a condicdo inicial do mediador anti-inflamatério é g(0) = 0.
O diagrama representando os eventos incorporados no modelo (10) esté
ilustrado na Figura 20, enquanto as variaveis e os parametros estao apresentados nas

Tabelas 3 e 4, respectivamente.
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Figura 20: Diagrama representativo do modelo matemético (10). Um feedback po-

sitivo é adicionado ao modelo considerando a habilidade dos neutréfilos ativos de

danificar o tecido e posteriomente liberar mediador pré-inflamatério a uma taxa

k,. Também ¢ incluido a acao de um mediador ant-inflamatoério o qual é produzido

por macréfagos no processo de fagocitose dos neutrofilos apoptéticos. Baseado em

Dunster et al. (2014)
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O sistema (10) possui, no méximo, trés pontos de equilibrio, o trivial
(n,a,m,c,g) =(0,0,0,0,0) e os nao triviais apresentados a seguir.
Igualando o sistema (10) a zero obtemos, da equagao (10c):
* Xm
m* = =—c. (11)
Tm

Das equagoes (10c) e (10e) temos:

g = Lica, (12)
no qual
kg & Xm
L, =t Oxm
Yg Tm
Substituindo a equagao (12) na equagao (10a), obtemos:
c Be+ ¢
n* =1L , 13
(o) () )
em que
Ly = Xn Bg Bgc’
v B
ou ainda,
c B.+ ¢ 2
n®=|L ‘ . 14
{ 2 Bge +Lica By +Lica (14)
Da equagao (10e), temos que:
dma = Jm g. (15)
kg
Substituindo as equagao (12) e (15) na equagao (10b) obtemos:
L3 n
a= , 16
59 (/60+C) (’Yakg+’VgL1C)—L4TLC ( )
em que

Ly =vB.kyB8, e Ly=vkyBc.Ls.
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Para que o segundo membro da equacao (16) seja positvo é preciso que

By (Be +¢) (Vakg + Vg L1 c) > Lynec.

Da equagcao (10d), temos:

2 _ 57% [ce (a® + /82) — ka0’
VS @+ 8) — oy (@ £ ) —kamad] a7

Igualando as equagoes (14) e (17), temos:

LgCQ (Bc + C>2 . 5721 [C Ve (a2 -+ ﬁg) - ka’YaCLQ] (18)
(Bge + Lica)(By + Lica) Kk, (a®+ B2) — [c7. (a2 + B2) — koVaa?]’

ou seja,

LgCQ (ﬂc + 0)2 [(CLQ + 52) (kn — e C) + ka'}/aaﬂ =

6721 |:CL2 (C% - ka’}/a) + C/Ycﬂg] (Bgc + Llca)Z (59 + Llca,)z .

Trabalhando com a equacao acima temos

L3 (B + ) [(kn — 7e ) (0% + B2) + kavat®] + B2 (Bye + Lica)”

(B, + Lica)® a* (kaya — cve) = B2B2ce (Bge + Lica)® (By + Lica)®. (19)

Para que o segundo membro da equagao (18) seja positivo é necessario

que o numerador seja positivo, ou seja,

cve (a® + B3) > kovaa®

e para que isso ocorra ¢ suficiente que

ko Ya
Yo o

(20)

Caso contrario (se o numerador for negativo o denominador serd, man-
datoriamente, positivo) o segundo membro serd negativo e isso é um absurdo! Além
disso, é preciso que o denominador seja positivo e, entao,

kn  kove a?

Ve Ye a4+ P32

> c. (21)
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ka a a2 k:a a
g %

Yo @+57
(21) temos uma condicdo de existéncia do ponto de equilibrio nao trivial

Dado que e comparando as desigualdades (20) e

ka a ka a kn
Ja oo fada y T (22)

Ve Ye Ye

Substituindo a equagao (13) na equagao (16) temos:
a [ﬂg (Yakg + YgL1¢) (Bye + Lica) (B, + Lica) — L2L4cz] = LyLsc. (23)

Para que o primeiro membro da equagao acima seja positivo é ne-
cessario que

k2 XmXnBgeBy 2

24
YgVm (29

By (Yakg + vgLac) (Bge + Lica) (By + Lica) >

e assim temos a segunda condicao para a existéncia do ponto de equilibrio nao trivial.

Resolvendo o sistema nao-linear formados pelas equagdes (19) e (23)
temos as variaveis a e ¢ do ponto de equilibrio nao trivial, enquanto as variaveis m,
g e n sao dadas pelas equagoes (11), (12) e (13), respectivamente.

Fixado os valores dos parametros do sistema (9) determinados pela
analise da estabilidade é possivel fazer o estudo analogo para determinar a regiao de-
sejada para os novos parametros: f3., g, Bgc, Vg € kg. Mas devido a complexidade do
modelo, foram realizadas simulagoes numéricas para determinacao dos parametros.
Como um dos objetivos desse trabalho é determinar o tempo no qual a ferida es-
tara cicatrizada, a busca dos parametros se concentrou na estabilidade do ponto de
equilibrio trivial, o qual representa a obtencao de uma pele saudavel.

Dunster et al. (2014) realizaram o estudo dos modelos acima na forma
adimensional e forneceram valores para os parametros resultantes. Na adimensiona-
lizagao do modelo ocorre a reducao de cinco parametros: X, Xn; Ka; Ve € Bge tornando
desafiador a obtencao dos mesmos, considerando a auséncia de dados bioldgicos para

determina-los. Baseado nos valores adimensionais fornecidos e nas expressoes do
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processo de adimensionalizagao determinamos as expressoes:

2
Ye
v = 0,1, Xm = OQ%) kg = 0,079,
Ya = Ye; Yg = Ve Ym = 0,017,
kgkaxn
696 = g Bg = 0701ﬁgca /BC = 0712ka7

0,057,

que serao utilizadas para determinar os valores dos parametros com dimensao.

2.3.1 Calibracao dos Parametros

Os parametros do modelo foram determinados, com base na literatura
e nos dados bioldgicos, de acordo com os procedimentos abaixo:

(IL—6);—(IL—6),

1. Calculado dos dados biolégicos: o = rom—

2. De acordo com Dunster et al. (2014), considerando os valores dos parametros

adimensionais fornecidos e as expressoes do processo de adimensionalizacao: v,

By € e

3. Por meio da andlise grafica e numérica da dinamica do modelo, estipulamos
constantes a serem multiplicadas pelos parametros (valores e/ou expressoes)
fornecidos em Dunster et al. (2014): X, Xn» Kg, Vas Vgs Yms Bc € Bge. Esses

parametros serao denotados nos resultados com uma barra, ou seja, Xm, Xn,
kgs Yas Vgs Fms Be € Bye.

4. Utilizando os dados biolégicos, a equagao de Hill (DBEH) e a ferramenta de
otimizagao fsolve do Matlab/Octave, para resolucao dos sistemas nao lineares,

obtivemos: kg, kn, 84 € fBn. O célculo foi realizado com base nas equagoes (2),

(3) e (10d) pelo seguinte procedimento:

(a) para o célculo de 3, e 3, utilizou-se as equagoes (10d) e (2). Considerou-se

' ‘ ) n2 a2

a forma linearizada das expressoes 5 5] e 5 5 | 0 que resulta
O +n fe +a

em

ln(lc )zlnn—{—lna—lnﬁn—lnﬁa, para 0<c<l1. (25)
—c
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Utilizando os dados biolégicos do mediador pré-inflamatério ¢ nos dias 3,
7 e 14 e considerando condi¢oes iniciais para as varidveis (do sistema nao
linear resultante) 3, f,, n; e a; para i = 1,2,3 obtemos um sistema nao
linear retangular 3 x 8 o qual pode ser resolvido com a ferramenta fsolve.
As condicoes iniciais de (,, e 5, foram baseadas nos valores fornecidos por
Dunster et al. (2014) e os de n; e a; para i = 1,2,3 foram estipulados
através de uma proporgao dos dados bioldgicos e dos niveis celulares ob-
tidos no modelo (7). Foram feitos testes para determinar os valores mais

apropriados.

(b) Para o calculo de k, e k, baseamos nas equagoes (10d) e (3), nas formas

originais, utilizamos a expressao como

de (N, . (<
dt - n /67%—’_77/2 'Ya a /824—@2 .

Fixado os valores de 3,, 5,, n; € a;, para ¢ = 1, 2,3, encontrados anterior-
mente, resolve-se o sistema nao-linear quadrado utilizando a ferramenta
fsolve. Para as condi¢oes iniciais baseou-se nos valores fornecidos por

Dunster et al. (2014).

5. A taxa ¢ na qual os macrofagos fagocitam os neutrofilos foi estipulada em ¢ =
1073 cel™! mm? dia~? e a taxa de decaimento do mediador pré-inflamatério 7, =
3,0 dia™! (considerando a meia vida do mediador pré-inflamatério, estipulou-se

a escala de tempo como % ~ 8h) (Dunster et al., 2014).

2.3.2 Resultados e Discussao

A inflamacao pode ter um de dois resultados distintos: resolucao ou
inflamacao cronica. A resolucao é bem-sucedida se neutréfilos e macréfagos deixam o
tecido, os mediadores inflamatorios diminuem e as fases subsequentes de cicatrizagao
sao alcancadas. Por outro lado, a inflamagao cronica é iniciada se os glébulos bran-

cos permanecerem dentro do tecido, causando mais danos ao tecido (Dunster et al.,
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2014). Os resultados apresentados ilustram apenas a situacao na qual ocorre a re-
solucao da inflamacao, pois nosso objetivo é determinar o tempo necessario para
cicatrizacao das feridas apds a aplicacao dos tratamentos.

Os autovalores da matriz jacobiana, associada ao sistema nao linear

(10), para o ponto de equilibrio trivial sao
)\1 = —Ye, )\2 = -V, )\3 = ~Ya, )\4 = —Ym € )\5 = —’)/g.

Analisando os valores das Tabelas 5 e 6 temos que o coeficiente de
rigidez, equacgao (6), é dado por er = ‘l;’—r‘i” e assume os valores minimo de 185,7 (10%
OR e 10% EH) e maximo de 473,35 (Colagenase).

O modelo (10), dimensional, foi resolvido numericamente utilizando
pacotes de softwares matematicos (Matlab/Octave) para resolu¢ao de problemas
rigidos (stiff). Para obtencao dos parametros consideramos ajuste nao linear (ferra-
menta [sgnonlin) dadas as condigoes iniciais descritas na Segao 2.3.1. Os valores dos
parametros, resultantes, estao apresentados nas Tabelas 5 e 6 e as Figuras 21 - 24
ilustram a dinamica obtida pelo modelo (10), em resposta a um dano (A = 1), para
os quatro tratamentos: 10% OR, 10% EH, CL e Colagenase, respectivamente. As
expressoes utilizadas para calcular os parametros, Tabela 5, foram as mesmas para
10% OR e 10% EH com excecao de X.

O modelo (10) reproduziu a dinamica celular da cicatrizacao de feridas
na pele sugerindo niveis da celularidade dos macréfagos e dos neutroéfilos, apresen-
tados na Tabela 7, compativeis com os valores da celularidade total obtida em labo-
ratério. A curva do mediador pro-inflamatorio ajustou com precisao o nivel maximo
de IL-6 ocorrido no dia 7 para os tratamentos 10% OR e 10% EH como ilustrado
nas Figuras 21 e 22, respectivamente. O critério de cicatrizacao estd ilustrado, em
todas as figuras, pela linha vermelha pontilhada. Podemos observar, na Figura 23,
que houve um atraso no pico do mediador pro-inflamatorio e também ocorreu uma
oscilacao na curva solucao, no dia t = Am, que nao condiz com a realidade dos dados
experimentais. Nota-se que ocorreu uma oscilagao semelhante para o tratamento

Colagenase, como ilustrado na Figura 24. Para os tratamentos CL e Colagenase
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Figura 21: Tlustracao da dindmica do
10% OR, para o modelo 10. Tempo de
cicatrizagao da ferida: 31,4 dias, quando
a celularidade total retorna ao estado ba-
sal, ultrapassando de forma descendente
a linha pontilhada, a qual corresponde a

30% da celularidade total.

Figura 22: Tlustracao da dindmica do
10% EH, para o modelo 10. Tempo de
cicatrizagao da ferida: 28,4 dias, quando
a celularidade total retorna ao estado ba-
sal, ultrapassando de forma descendente
a linha pontilhada, a qual corresponde a

30% da celularidade total.

o nivel maximo de IL-6 ocorreu no dia 3 e a aproximacao do modelo nao foi tao
eficiente quanto a dos tratamentos a base de copaiba.

O nivel maximo de macréfagos e de neutrofilos obtidos numericamente
pelo modelo sugere que estes correspondem a 60% da celularidade total e estipulou-se
que a ferida estaria cicatrizada quando a densidade celular numérica atingisse 50%
da celularidade total da pele saudavel (Kolter et al., 2019; Issekutz & Movat, 1979).
Como as tnicas células consideradas no modelo sao macréfagos e neutrofilos, temos
que a ferida cicatriza & 30% da celularidade total da pele sauddvel. Os tempos de
cicatrizacao das feridas, para os quatro tratamentos, estao apresentados na Tabela
7.

Analisando os valores dos parametros na Tabela 5, temos que os coefici-
entes de influxo dos macrofagos e dos neutrofilos, x,, € xn, sa0 maiores no tratamento

10% EH do que no 10% OR (corrobora com os dados in vivo) e pela Tabela 7 temos
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Figura 23: Ilustracdo da dinamica do
CL, para o modelo 10. Tempo de cica-
trizacao da ferida: 16,9 dias, quando a
celularidade total retorna ao estado ba-
sal, ultrapassando de forma descendente
a linha pontilhada, a qual corresponde a

30% da celularidade total.

0.5

TP Moy 0T
Figura 24: TIlustracdo da dindmica da
Colagenase, para o modelo 10. Tempo de
cicatrizagao da ferida: 41,5 dias, quando
a celularidade total retorna ao estado ba-
sal, ultrapassando de forma descendente
a linha pontilhada, a qual corresponde a

30% da celularidade total.

que a concentragao dos macréfagos e dos neutroéfilos é menor no tratamento 10% EH
do que no 10% OR levando a resolucao mais eficaz do processo inflamatdério e, con-
sequentemente, obtendo a cicatrizacao da ferida em um tempo menor. Esse processo
pode estar diretamente ligado a concentracao inicial de IL-6, «, que nos primeiros 3
dias é maior no tratamento 10% EH (quando comparado ao 10% OR) e menor ao
longo da resolugao do processo inflamatorio.

Considerando, ainda a concentracao obtida das células vemos a con-
formidade com os coeficientes de concentracao de producao do mediador pré-
inflamatério pelos neutréfilos ativos e apoptoticos, k, e k, respectivamente, pois
estes sao maiores no tratamento 10% OR do que no 10% EH. Com base nessa analise
podemos concluir que a cicatrizacao no tratamento 10% EH foi mais eficiente do que
no 10% OR, fato que estd em conformidade com os dados laboratoriais de retracao

das feridas.
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Tabela 5: Parametros do modelo matemético (10) para os tratamentos 10% OR

e 10% EH. Apresentamos os valores numéricos e as respectivas proporcoes desses

valores comparados aos a condicao inicial.

Parametros | 10% OR  10% EH Expressao
Xom 22698  2,6765 10% OR: 3 o
10% EH: 2,4%m
Xn 9,8734 11,6426 4,35Xm
0,3 0,3 Dunster et al. (2014)
0 1073 107 Dunster et al. (2014)
o 332,0 3429877 %
Ya 9,0 9,0 Ya = 3%a
. 0,1050  0,1050 3,5
Ye 3,0 3,0 Dunster et al. (2014)
Yo 19,50 19,50 6,57,
k, 11,20 11,20 0,16k,
kq 2379,1080 1614,070 DBEH
ky, 60,4759 57,220 DBEH
Ba 172,1065 173,43 DBEH
B, 172,1065 173,430 DBEH
Be 2,8549 1,9369 1072 x f3,
By 0,3898 0,3118  Dunster et al. (2014)
Bye 38,9760 31,1808 Bye/4,5 x 10°

DBEH: Dados bioldgicos e equagao de Hill; y,, = 0,2

2

J—];, 116, e IL6, sao os valores

in vivo da interleucina 6 nos dias 3 e zero, respectivamente.

Temos que os coeficientes x,, e x, dos tratamentos a base de copaiba

sao maiores do que os do CL e menores do que os da Colagenase; os coeficientes

k, e k, dos tratamentos a base de copaiba sao menores do que os dos tratamentos
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Tabela 6: Parametros do modelo matemaético (10) para os tratamentos CL e Colage-

nase. Apresentamos os valores numéricos e as respectivas proporcoes desses valores

comparados aos a condi¢ao inicial.

Parametros CL Colagenase Expressao Expressao
CL Colagenase

Xm 1,2459 3,9999 1,375¢m 2,2272%m

Xn 5,4199 17,3997 4,35Xn,

v 0,530 0,5 Dunster et al. (2014) %17

o) 1073 1073 Dunster et al. (2014)

! 1756,3735  1756,3735 IL(S%;LGO

Ya 15,90 15,150 3Va

Y, 0,1855 0,0705 3,9%m, %ﬁm

Ye 5,30 5,050 %% %%

Yq 34,7150 33,5825 6,557,

k, 3,40 2,8250 %kg %k;g

k,, 6199,8794 2840,0 DBEH

ky, 1482,00 1482,0 DBEH

Ba 315,4379  315,4379 DBEH

B 315,4379  315,4379 DBEH

Be 6,7635 3,0982 B./110

By 0,1078 0,1425 Dunster et al. (2014)

Bye 10,7783 4,6993 2,50002 x 1078, 3,03220,,

CL e Colagenase sugerindo que a faixa de valores encontrados para o 10% OR e

10% EH sao mais apropriados para a predicao do tempo de cicatrizacao, pois o0s

resultados obtidos nos tratamentos CL e Colagenase nao estao em acordo com os

dados bioldgicos.
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Tabela 7. Resultados dos niveis celulares e os respectivos tempos do modelo (10).

Tratamentos | Nivel maximo Tempo Nivel maximo Tempo Tempo de
macréfagos  (dias) neutréfilos (dias)  cicatrizagao 30%

10% OR 19143,53 9,6 6153,77 6,2 31,4

10% EH 14383,57 9,3 5035,47 5,7 28,4

CL 12389,89 6,6 6339,85 4,1 16,9

Colagenase 23486,20 5,4 10283,71 2,2 41,5

Temos que o nivel maximo dos neutréfilos ocorre antes do nivel maximo
dos macrofagos e ambos ocorrem antes do dia 10 de experimentacao, para os qua-
tro tratamentos, e essas duas constatacoes estao em conformidade com a literatura
(Witte & Barbul, 1997).

Nos quatro tratamentos temos que os macréfagos removem os
neutrofilos apoptoticos levando as células a retornarem ao estado basal da pele, o
mediador pré-inflamatério diminui e o sistema retorna ao estado estavel saudavel, o
que evidencia que o modelo conseguiu simular a resolu¢ao da inflamacao. No entanto,
podemos observar que o tempo de cicatrizacao das feridas, nos quatro tratamentos,
nao é compativel com o determinado em laboratério (segao 1.5) sugerindo que o
modelo precisa de aprimoramento.

De acordo com Dunster et al. (2014) os macréfagos sdo conhecidos
por terem resposta heterogénea para diferentes mediadores, ou seja, eles podem
desempenhar tanto o papel anti-inflamatério quanto o pro-inflamatorio em resposta
ao processo inflamatério. Para que o modelo matemético (10) represente melhor a
realidade bioldgica podemos incorporar a influéncia dos macroéfagos na producao do

mediador pré-inflamatério, o que faremos no préoximo modelo.
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2.4 Modelo Matematico da Fase Inflamatodria

Considerando que os macroéfagos liberam, ao longo do processo de fago-
citose, mediadores pré-inflamatérios, introduzimos no modelo (10) um feedback posi-
tivo adicional na equacao do mediador pré-inflamatoério. Inserimos um parametro w,
no modelo, com o objetivo de retirar/reduzir a oscilacao obtida na curva resultado
do mediador pré-inflamatorio entre os dias 3 e 7 por meio da modificacao do periodo

da funcao sen?(t) e assim reescrevemos o modelo como:

1+ 4
dj _ XnC . < ﬂg) n, (26&)
dat Q+9> @+C)
Bye Be
d 1+35,
d—j —z/n<ﬁcg)—’yaa—¢ma, (26b)
14—
(1+%)
dm
— =XmC— Ym M, 2
o Xm €= Ymm (26¢)
de n? a? m?
Y aF) +kp (o) vk (o) —vect b [ =) (26d
a =FOF (ﬂ?ﬁn?)ﬂ (B§+a2> Tect <53n+m2> (264)
d
%9 =kypma—ryg9, (26e)

T
sendo F(t) = H(Am — wt)sen*(wt) e w o perfodo. Considerou-se = = 0,45 como
condicao inicial para a calibracao de w.

As expressoes dos pontos de equilibrio nao triviais do modelo (26) sao

as mesmas do modelo (10) com excegao da equagao (19) a qual se torna:

Lic (B +¢) B2 (PF1 ’
(Bge + Lica) (B, + Lica) — knye (PF2> ’ (27)

com
PF1= ¢ (8 +a®) (8 +m?) — (havrea® (52 + m2) + hven? (62 + a2))

PF2 = (B2 +a°) (87, +m*) (knYe — ©) + (kavavea® (B3, +m?) + kmyem” (B + a°))

em = X= ¢, Assim, os pontos de equilibrio nao triviais sao dados pelas equacoes

Fm

(11), (12), (13), (23) e (27).
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Os autovalores da matriz jacobiana, associada ao sistema nao linear

(26), para o ponto de equilibrio trivial sao
M=V, o ==V, A3= Y, M= —Tm € A5 =7,

os mesmos do modelo (10). Os valores dos parametros, resultantes, estdo apresenta-
dos nas Tabelas 8 e 9 e as Figuras 25 - 28 ilustram a dinamica obtida pelo modelo
(26), em resposta a um dano (A = 1), para os quatro tratamentos: 10% OR, 10%
EH, CL e Colagenase, respectivamente.

Analisando os valores das Tabelas 8 e 9 temos que o coeficiente de
rigidez, equacgao (6), é dado por cr = % com os valores minimo de 39,97 (10% OR)
e maximo de 110,19 (CL). Observamos a reducao no coeficiente de rigidez, o que

implica o modelo (26) ter um grau de rigidez menor do que o modelo (10), tornando

mais facil a resolugdo numérica do mesmo.
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Figura 25: Tlustragdo da dindmica do Figura 26: Iustragdo da dindmica do

tratamento 10% OR, para o modelo 26.
Tempo de cicatrizacao da ferida: 18,9
dias, quando a celularidade total retorna
ao estado basal, ultrapassando a linha
pontilhada de forma descendente, a qual

corresponde a 30% da celularidade total.

tratamento 10% EH, para o modelo 26.
Tempo de cicatrizacao da ferida: 17,3
dias, quando a celularidade total retorna
ao estado basal, ultrapassando a linha
pontilhada de forma descendente, a qual

corresponde a 30% da celularidade total.
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Figura 27: Tlustracao da dindmica do
CL, para o modelo 26. Tempo de cica-
trizagao da ferida: 19,5 dias, quando a
celularidade total retorna ao estado ba-
sal, ultrapassando a linha pontilhada de
forma descendente, a qual corresponde a

30% da celularidade total.
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Figura 28: Tlustracdo da dindmica da
Colagenase, para o modelo 26. Tempo de
cicatrizagao da ferida: 11,3 dias, quando
a celularidade total retorna ao estado ba-
sal, ultrapassando a linha pontilhada de
forma descendente, a qual corresponde a

30% da celularidade total.

Da Tabela 8 temos que os coeficientes x,, e X, sao menores no tra-

tamento 10% EH do que no 10% OR e também sao menores os respectivos niveis
celulares obtidos no modelo (10). O tempo de cicatriza¢ao obtido pelo tratamento
10% EH foi, novamente, menor do que no 10% OR o que confirma a eficiéncia do
tratamento. Podemos observar que os coeficientes x.,, € xn, nos quatro tratamen-
tos, estao mais préximos aos obtidos nos tratamentos a base de copaiba do que
da Colagenase e do CL, o que produziu melhores resultados indicando a adequacao
dos tratamentos a base de copaiba a fase inflamatéria. O mesmo observado nos
parametos k, e k, no modelo (10) se verifica nesse ultimo modelo.

Consideramos, novamente, que a ferida cicatriza a 30% da celularidade
total da pele saudavel. Os tempos de cicatrizacao das feridas do modelo (26), para
os quatro tratamentos, estao apresentados na Tabela 10.

Considera-se que esse resultado é melhor do que o obtido no modelo
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Tabela 8: Parametros do modelo (26) para os tratamentos 10% OR e 10% EH.

Apresentamos os valores dos parametros e as respectivas expressoes de proporcao

desses valores quando comparados aos obtidos no modelo 10.

Parametros | 10% OR  10% EH Expressao 10% OR Expressao 10% EH
Xom 2,020l  1,8735 0,89 0,7%m
Xn 3,0302  3,7470 1,95Xm 2,0Xm
v 0,3 0,3 D v
1073 1073 b ¢
o 4150,0  3772,87 12,54 1164
Ya 9,0 9,0 Va Va
Y 0,315 0,315 3m 3m
Ve 3,0 45 A 1,59,
Yo 11,9925 19,5 0,6159, e
ky 15,008 14,56 1,34k, 1,3k,
ka 2379,108  1614,07 ko ko
ky, 60,4759 57,22 ky, ky,
Ba 172,1065 173,43 Ba Ba
B, 172,1065 173,43 Bn Ba
B. 2.8549  1,9369 B. B.
B, 0,6821  0,3118 1,750, B,
Bye 38,9759 46,7712 Bye 1,58,
ks 27198 1,6141 (1031%:2# 10-3%,)"
B 159,77 17343 (B) ( ) *
w 0,2 0,2 — —
(

(?

: sdo os parametros do modelo (10).

)#: expressoes das condicoes iniciais dos parametros para o ajuste nao linear.

(10), pois os valores numéricos do mediador pré-inflamatério (IL-6) aproximaram

melhor os dados dos experimentos biolégicos nos dias 3 e 14 (Figuras 25, 26 compa-
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radas com as Figuras 21 e 22, respectivamente), assim como o tempo de cicatrizagao
da ferida, no entanto, ainda nao foi capaz de reproduzi-lo com exatidao. Os tempos

obtidos para os tratamentos a base de copaiba foram os mais proximos ao esperado,

Tabela 9: Parametros do modelo (26) para os tratamentos CL e Colagenasse. Apre-
sentamos os valores dos parametros e as respectivas expressoes de proporgao desses

valores quando comparados aos obtidos no modelo 10.

Parametros CL Colagenase Expressao CL  Expressao Colagenase

Xom 0,9 2,0 0,7224%m 0,5Xm

Xn 3,9152 5,0 4,35Xm 2,5Xm

v 0,4293 1,7 D 3,40
1073 1073 b b

o 21954,67  3512,75 12,5 & 24

Ya 15,9 9,0 Yo 0,5941 4,

Yom 0,315 0,3525 1,698 4, 5 Ym

Ve 4.4785 3.6 0,845%, 0,7128 4,

Vg 34,715 33,5825 A Y9

kq 3,4 2,825 kg kg

ke 6199,8794  2840,0 ka ka

ky, 1482,0 14820 k,, k.,

Ba 3154379 315,4379 By Ba

Bn 3154379  315,4379 B B

B, 7,4993 3,0982 1,10886, B,

B, 0,09001 0,1425 0,8351 f3, B,

Bye 3,0007 4,6993 0,2784 By, Bye

Ko 0,1482 0,1482 10k, 104k,

B 3154379 315,4379 Ba Ba

w 0,2 04 — —

(*): sdo os parametros do modelo (10).
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Tabela 10. Resultados dos niveis celulares e os respectivos tempos do modelo (26).

Tratamentos | Nivel maximo Tempo Nivel maximo Tempo Tempo de
macrofagos  (dias) neutrofilos (dias) cicatrizagao
10% OR 12554,97 9,1 5634,19 5,2 18,9
10% EH 7628,42 9,5 5283,01 5,9 17,3
CL 14469,71 9,9 9302,21 3,7 19,5
Colagenase 9295,13 5,3 4482.,99 2,8 11,3

sugerindo a melhor adaptacao do modelo a esse tipo de antigenos.

A insercao dos novos termos propiciou o aumento no intervalo de busca
dos parametros, até mesmo os das outras equacoes, entretanto a insercao de w nao
foi capaz de retirar a oscilagao das curvas antes do dia 7, principalmente para os
tratamentos CL e colagenase, conforme estd ilustrado nas Figuras 27 e 28, respec-
tivamente. O tempo de cicatrizacao obtido pelo modelo para o tratamento CL é
considerado coerente com os dados experimentais, no entanto para a colagenase o
tempo obtido é incompativel com o observado em laboratério.

#, na Tabela 8 foram consideradas

As expressoes denotadas por (-)
como condigoes iniciais dos parametros para o ajuste nao linear. Para o resultado
final nao foi possivel obter uma relacao que aproximasse os valores.

Os modelos (10) e (26) empregados nesse estudo permitiram determi-
nar alguns pontos de agoes de interleucinas pro e anti-inflamatéria durante o processo
cicatricial de feridas de pele, dados compativeis com os obtidos in vivo, sendo que as
aproximagoes do modelo (26) foram mais precisas.

Modelos experimentais de cicatrizacao tém revelado que a resposta in-
flamatéria é caracterizada por alteracoes na localizacao espacial de varias células
brancas (Dunster et al., 2014) e para capturar essa resposta quimiotatica dos

neutroéfilos e dos macrofagos e a difusao dos mediadores quimicos, no nosso modelo,

propomos seu aprimoramento considerando a insercao do termo de reacao-difusao.
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No préoximo capitulo apresentamos dois modelos e propomos um novo

modelo para cicatrizagao de feridas na pele:

e 0 primeiro modelo, possui uma equacao, e baseado na equacao de Fisher-

Kolmogorov e se encontra em Murray (2000b) e Sherratt & Murray (1990);

e 0 segundo modelo, é um sistema de duas equacoes, e baseado nas equacoes de

reagao-difusao se encontra em Murray (2000b) e Sherratt & Murray (1990);

e 0 terceiro modelo, é composto por cinco equacoes, e é a estensao do modelo

homogéneo (26) por meio da inser¢ao dos termos difusivos.



3 MODELAGEM MATEMATICA DA DI-
FUSAO CELULAR

Apo6s a injiria nao ha imediato aumento na taxa de geragao de células
acima da taxa normal mitética encontrada na epiderme, a migracao epidermal é
essencialmente o espalhamento das células existentes. Logo apds o inicio da migracao
epidermal a atividade mitética, da nova epiderme, cresce na borda da ferida podendo
chegar a 15 vezes a taxa normal da epiderme o que provoca o fechamento da ferida.
Varios fatores tém sido propostos para o estimulo do crescimento da mitose inclusive
a presenga de um fator ativador ou a auséncia de um inibidor (Sherratt & Murray,
1990).

Num estudo pioneiro, Sherratt & Murray (1990) modelaram a cica-
trizacao de feridas na pele usando a equagao de Fisher-Kolmogorov. Neste capitulo
revemos tal modelo, propomos um modelo de EDP, baseado no modelo (26), da
dinamica temporal das populagoes de células envolvidas no processo, e na equagao
de reagao-difusao, visualizacao da dinamica temporal e espacial da epiderme, e apre-
sentamos resultados obtidos por simulacoes numéricas aplicadas aos tratamentos

apresentados na Secao 1.5.

3.1 Equacao de Fisher-Kolmogorov

Na cicatrizacao epidérmica o fechamento da ferida é inteiramente de-

vido a migracao epidermal, proporcionando a oportunidade de estudar esse processo
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independente da contracao da ferida (Sherratt & Murray, 1990).

O modelo matemaéatico proposto considera constante os efeitos bi-
oquimicos. A epiderme possui uma espessura suficientemente fina para supor
que o problema seja bidimensional, consideramos uma ferida circular radialmente
simétrica. Logo consideramos que o modelo depende apenas de uma dimensao es-
pacial. Na ferida as células tém preferéncia de direcao, ou seja, o processo de ci-
catrizacao evolui da borda da ferida em dire¢ao ao centro. Considerando N(z,t) a
densidade celular por unidade de area, ao longo do raio da ferida, x € R, no tempo,
t, D o coeficiente de difusao, p uma constante positiva, Ny a densidade celular da
pele saudavel e s uma constante positiva relacionada a taxa mitotica maxima, Sher-

ratt & Murray (1990) propuseram o seguinte modelo para a cicatrizagao de feridas

%—JZ:DV- K%)I}VN}JrsN(l—%). (28)

oN
> 9t

epidérmicas:

O primeiro membro da equagao representa a taxa de variacao da
densidade celular N. Os termos no segundo membro da equagao (28) sao, respectiva-
mente, migracao celular, sendo V- o divergente, e geracao mitética das células dentro
da ferida, sendo que a geracao mitotica das células segue o crescimento logistico, que
assegura o crescimento celular até o limite de suporte do tecido epitelial Njy.

A equacao (28), adimensionalizada, se torna independente de s e de

Ny e pode ser escrita na forma (Sherratt & Murray, 1990):

%_]Z:Dv.[NPVN]+N(1—N). (29)

Temos a condigao inicial N(z,0) = 0 no intervalo = € [0,1) e nas de
fronteiras da direita e da esquerda temos a condi¢ao de Dirichlet N(1,¢) = 1 e de
Neumann N,(0,t) = 0, respectivamente. A regido considerada estd ilustrada na
Figura 29 e a seta aponta o sentido da propagacao.

A equagao de Fisher-Kolmogorov foi avaliada em duas situagoes p = 0

(linear) e p =4 (nao linear) (Sherratt & Murray, 1990).
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rz=1

Figura 29: Diagrama representativo do dominio das EDP ilustrando o sentido da pro-

pagacao.

3.1.1 Solucao Numérica

Usando o método das diferencas finitas avancadas de primeira ordem

para discretizacao no tempo, temos:

ON N/t NI

— & 30
ot At ( )
e centrada de segunda ordem para discretizacao no espago temos:
2N N/, 2N/ + N}
a ~ i—1 7 + i+1 ) (31>
0x? Ax?
Logo, a equagao (29) é reescrita como:
j+1 i, DAt i N j j
NI = N+ S (N]_, — 2N/ + N},,) + At N} (1—NY) (32)
para o caso linear, e
: . DAt N’ N’ : :
N = N+ N2 _ (2N + AtN] (1—-N/)  (33)
Ax ox il or ), 1
2 2
para o caso nao linear, com ¢ = 0,1,...,M,, 7 = 0,1,...,M,, Az = MLT o tamanho

do passo no espaco e At = Miy o espacamento no tempo (Kreger, 2015; Cuminato &

Meneguette Junior, 2013; Burden & Faires, 2008). Os pontos médios dos intervalos

1

espaciais, indexados por i + 3,

sao calculados como a média dos valores da funcao
nos pontos i e ¢ + 1 da seguinte forma:
J J
N; + N;i 4

Nj
it3 2
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A condigao CFL, At < (322, ¢ necessaria para a convergencia do
método de diferengas finitas (Cuminato & Meneguette Jinior, 2013). Considerou-se
que ocorre a cicatrizacao no interior da ferida quando a densidade celular alcanca
0,8 (80%) da celularidade da pele saudavel (Sherratt & Murray, 1990). O critério
de cicatrizacao esta ilustrado, nas figuras obtidas pelas simulagoes numéricas, pela
linha preta pontilhada e a evolugao das curvas, nas figuras, ocorre da direita para
esquerda, pois a ferida cicatriza da borda para o centro. Os resultados obtidos por
Sherratt & Murray (1990) estao apresentados nas Figuras 30 e 31 para o caso linear

(p = 0) e 0 nao linear (p = 4), respectivamente. Utilizamos D = 1073, Az = 5x 1073

e At = 6,25 x 1072 para ambos os casos, linear e nao linear.

Tempo
160
120
050
80
40
0

0.75 1.00

Densidade celular, N
Densidade celular, N

0.00 0.25

050
Raio da ferida, x

Figura 30: Solugao numérica do modelo
para o caso linear p = 0 com D = 1073,
Az =5x1073 e At = 6,25 x 1073. A
celularidade evolui da direita para a es-
querda. A linha tracejada corresponde
ao critério de cicatrizacao imposto: 80%

da celularidade total.

Figura 31: Solugao numérica do modelo
para o caso nao linear p = 4 com D =
1073, Az =5x10"% e At = 6,25 x 1073,
A celularidade evolui da direita para a
esquerda. A linha tracejada corresponde
ao critério de cicatrizacao imposto: 80%

da celularidade total.

Com base nos resultados obtidos, Sherratt & Murray (1990) afirmaram
que a equacao linear modela melhor a estagnacao inicial do fechamento da ferida,
enquanto a nao linear a propagacao de frente de onda do fechamento da ferida, no

entanto nenhuma aproxima a situacao por completo necessitando de melhorias.
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3.1.2 Ondas Viajantes

Segundo Murray (2000b), uma onda viajante é uma curva na qual
nao ha variacao em sua forma e a velocidade de propagacao é constante. Usando
o método das curvas caracteristicas a equagao (29) reduz-se a um sistema EDO de
primeira ordem. Para tanto, considere a transformacgao z = x — ct de forma que z é
a variavel que representa a caracteristica e ¢ a velocidade da onda. Segundo Murray
(2000b), a equagao (29) é invariante se © — —x implica que a velocidade ¢ pode ser
positiva ou negativa.

Considerando a mudanga de varidvel:
N(z,t) = N(z) = N(z — ct),

calculando as derivadas necessarias e substituindo na Equagao (29), para p = 0,

obtemos: )
K= BT (1),
D D
Fazendo a mudanca de varidvel M(z) = N’(z) obtemos o sistema de
EDO’s:
N =M
- . (34)
N ~
M o= —tm ——<1—N>
D D

O sistema de EDO possui dois pontos de equilibrio:
(N, M) —(0,0) e (N, M) — (1,0).

Para fazer o estudo da estabilidade desses pontos é necessario o calculo

da matriz jacobiana associada ao sistema (34):

J(N,M) = 1 (1_2N) ¢ |- (35)
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A equacao caracteristica associada ao ponto de equilibrio (N M ) =
(0,0) é:
DN +cA+1=0,

cujos autovalores sao:

A= %(—ci@).

e Para ¢ > 0 temos que o ponto de equilibrio (]\7 , M > = (0,0) serd atrator, pois
a parte real do autovalor é negativa. Se ¢ < 2v/D o ponto serd foco atrator
e se ¢ > 2v/D serd no atrator, logo em ¢ = 2v/D ocorre uma mudang¢a no

comportamento do ponto de equilibrio.

e Se ¢ < 0 o ponto de equilibrio sera repulsor, pois a parte real dos autovalores é
positiva. Se ¢ < 2v/D o ponto sera foco repulsor e se ¢ > 2v/ D sera né repulsor,
ou seja, em ¢ = 2v/ D ocorre uma mudanca no comportamento do ponto de

equilibrio.

Assim, se ¢ > ¢min = 2/ D a origem serd um né, sendo degenerado para
¢ = Cmin = 2V D o qual mede a velocidade da onda da solucdo da equacio linear,
para D = 1073 temos ¢ = 6,3 x 1072 mm h~!. De forma andloga verifica-se que o
ponto de equilibrio (N, M) = (1,0) é um ponto sela, tanto para ¢ > 0, quanto para
¢ < 0. Segundo Sherratt & Murray (1990), a velocidade da onda da equagao (29),
parap =4, é de c = 9x 1073 mm h~' e a velocidade obtida nos dados experimentais
éc=28,3x10"% mmh~!.

Logo, a velocidade da frente de onda, para o caso nao linear, é mais
proxima da observada em dados experimentais de cicatrizacao de feridas epidérmicas

(Kreger, 2015; Murray, 2000a; Sherratt & Murray, 1990).
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3.2 Sistema Reacao-Difusao

Esse modelo consiste de duas equagbes conservativas. Sejam N(z,t) a
densidade celular, por unidade de drea, em = € R, no tempo t e C(z, t) a concentragao
quimica da mitose, em x € R, no tempo ¢ (Sherratt & Murray, 1990). Considerando,
novamente, que a epiderme é fina o suficiente para que a ferida seja bidimensional

e que ¢é radialmente simétrica, temos que o modelo, ao longo do raio da ferida, L, é

dado por:
ON N

sendo Dy e D¢ os coeficientes de difusdao para a densidade celular e concen-
tracao quimica da mitose, respectivamente, Ny é a densidade celular normal da pele
saudavel, A e k sdo constantes positivas. O modelo (36) utiliza a equagao linear de
Fick para modelar a difusao, pois o modelo anterior sugeriu que o termo nao linear
nao é fundamental para modelar o espalhamento celular (Sherratt & Murray, 1990).
Esse modelo incorpora os efeitos de fatores ativadores da mitose ou a auséncia de
fatores inibidores por meio da fungoes f(N) e s(C') de acordo com o exposto a seguir

(Sherratt & Murray, 1990):

Ativador Inibidor
B N [ NZ+a? B N
f(N)—)\COFO (m) f(N>_)\COF0
2C, (h—p)C (h—1)C + hCy
5(©) ( C2 + (2 ”) O =kym-nora

em que Cj a taxa de mitose da pele saudavel, h, a e (), sao constantes positivas e
5= C2 + C,, — 2hC,,,Cy

(CO N Cm)2
Murray, 1990):

. O modelo (36) adimensionalizado é dado por (Sherratt &
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%—f =Dy V2N +s5(C)N(2—N)—-N, (37a)
% =Dc V2C + A f(N) — A\C, (37b)

com as fungoes f e s assumindo as seguintes formas (Sherratt & Murray, 1990):

Ativador Inibidor
1+ a?
N)=N|—— N)=N
10 = (5o ) (V)
(20, (h—p)C _(h=1)C+h
S(C)_< C2 1 C? +5> O =sm o1
1 —2
em que 3 = +(1Cm o )h20m A seguir apresentamos as condicOes iniciais e de
fronteira para o problemn;, em x € R (Sherratt & Murray, 1990).
Condigoes iniciais Condigoes de Neumann Condigoes de Dirichlet
a esquerda a direita
N(z,0) =0, N, (0,t) =0, N(L=1,t) =1= Ny,
C(z,0) =0, C.(0,t) =0, C(L=1,t)=1=C.

O modelo (37) foi resolvido numericamente utilizando as equagoes (30)
e (31) para os casos de ativador e inibidor da mitose e os resultados estao ilustrados
nas Figuras 32 - 35, respectivamente. Considerou-se a = 0,1, h = 10 e C,,, = 40.
Para o caso ativador considerou-se Dy = 5x 107, Do = 0,45 ¢ A = 30 e para o caso
inibidor Dy = 107*, Dg = 0,85 ¢ A = 5.

A solucao numérica exibiu as duas fases importantes na cicatrizagao
de feridas, a fase inicial de estagnacao seguida pela fase linear, caracterizando que a
regulacao quimica da mitose é fundamental para o processo de migracao epidermal
(Sherratt & Murray, 1990).

Na epiderme saudavel a hemostasia é caracterizada pela interacao en-
tre fatores ativadores e inibidores de crescimento (Murray, 2000b). Ambos fatores

quimicos sao necessarios para cicatrizacao de feridas: ocorre a multiplicacao celular
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Tempo
40

°© 3 8 8
Concentragdo Quimica, C
5

Densidade celular, N

0.00 025 050 075 1.00 0.00 025 050 075 1.00
Raio da ferida, x Raio da ferida, x

Figura 32: Solugao numérica do modelo Figura 33: Solugao numérica do modelo
matemético (37). Densidade celular N (37). Concentragao quimica da mitose
do caso ativador. Dy = 5 x 1074, C do caso ativador. Dy = 5 x 1074,
De = 0,45 e A = 30. A celularidade Do =0,45 e A = 30. As curvas evoluem
evolui da direita para a esquerda ao longo da direita para a esquerda ao longo do
do tempo. A linha tracejada corresponde tempo.

ao critério de cicatrizagao imposto: 80%

da celularidade total.

rapida o suficiente para cobrir a ferida em um curto espago de tempo, mas também
é preciso uma forma de desativar essa replicacao crescente de células ao redor da
ferida uma vez que esta esteja cicatrizada. Se isso nao ocorrer a replicacao celular
rapida e indefinida levara a formacao de camadas extras na pele ou até mesmo de
canceres (Kreger, 2015).

Podemos observar nas Figuras 32 e 34 a variacao da densidade celular
acima do maximo da pele saudavel o que corrobora com os dados experimentais
uma vez que a celularidade total verificada ao longo do processo de cicatrizacao
foi cerca de quatro vezes maior do que a da pele sauddvel (Sherratt & Murray,
1990). As Figuras 33 e 35 ilustram a dinamica da concentragao quimica da mitose
para os casos ativador e inibidor da mitose, respectivamente. Podemos perceber a

exarcebacgao dessa concentracao no caso ativador no centro da ferida, x = 0.



Densidade celular, N

0.00 025 050 0.75 1.00
Raio da ferida, x

Figura 34: Solugao numérica do modelo
(37). Densidade celular N do caso
inibidor. Dy = 1074, D¢ = 0,85

e A = 5. A celularidade evolui da di-
reita para a esquerda ao longo do tempo.
A linha tracejada corresponde ao critério
de cicatrizagao imposto: 80% da celula-

ridade total.
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1.00

Concentragdo Quimica, C

0.00 025 0.50 075 1.00
Raio da ferida, x

Figura 35: Solugao numérica do modelo
(37). Concentragao quimica da mitose C'
do caso inibidor. Dy = 1074, D¢ = 0,85
e A\ = 5. As curvas evoluem da direita

para a esquerda ao longo do tempo.

3.3 Modelagem Matematica da Fase Proliferativa

Propomos, na Secao 3.4, um modelo matematico, baseado em Sherratt

& Murray (1990), do mecanismo celular (crescimento, migragao, difusao e mitose)

observado no processo, por meio das equagoes (36), para os tratamentos 10% OR

e Colagenase afim de obter os respectivos coeficientes de difusao. Esses coeficientes

serao considerados para os tratamentos 10% EH e CL uma vez que apresentam

comportamento semelhantes ao 10% OR e Colagenase, respectivamente. As varidveis

e os parametros, com as respectivas unidades de medidas, estao descritos na Tabela

11. A seguir apresentamos as condic¢oes iniciais e de fronteiras em = € R.
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Condicoes iniciais Condicoes de Neumann Condicoes de Dirichlet
a esquerda a direita
(t+q)
N(x,0) =0 N,(0,t) =0, N(1,t) =pf —5—5+,
(177 ) ) ( ) ( ) P1 ((t2+7“%>)
L+ q
C(x,0) =0 C.(0,t) =0, C(1,t) = p? ~—T4-.
(SC, ) ) ( ) ( ) p1 (t2—|—7”%)

Tabela 11. Descri¢ao das variaveis e dos parametros do modelo (36).

Variaveis Unidades
N(z,t) Densidade celular cel mm™
C(z,t) Concentragao quimica da mitose pg mm 3
t Tempo dia
x Posigao radial na ferida cm
Dy Coeficiente de difusao da celularidade cm? s7!
D¢ Coeficiente de difusao da concentracao quimica cm? 7!
Ny Densidade celular na pele saudével cel mm™3
Co Concentracao quimica da mitose na pele saudavel pg mm 3
k Taxa de decaimento da densidade celular dia~!
A Taxa de decaimento da ativagao quimica da mitose dia~!
h Constante positiva —

As fungoes N(1,t) e C(1,t) foram escolhidas de forma que ajustassem
os dados experimentais da celularidade total e do PCNA ilustrados nas Figuras 12
e 13, respectivamente. As constantes pi, q; e 1, das fungdes N(1,t) e C(1,t) foram
obtidas por otimizagao nao linear (Trust Region Method) (Nocedal & Wright, 1999)
e analise matematica das fungoes, considerando os valores obtidos em laboratorio
para a celularidade total e PCNA (ilustrados em asteriscos), e os resultados estao
apresentados na Tabela 12 e ilustrados nas Figuras 36-43.

No inicio do processo de cicatrizacao de feridas na pele ocorre um

influxo exacerbado de células para o tamponamento e hemostasia e, logo apds, essas
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Tabela 12. Constantes das fungoes fronteira de Dirichlet para celularidade total

N(1,t) e concentragao quimica da mitose C(1,t).

b1 ! 4
10% OR Celularidade | 518,2 4.8 0,625
PCNA 319,5 4,75 32
10% EH Celularidade | 496,2 4 0,5
PCNA 336 5,7 4.4
CL Celularidade | 626,9 7,082 0,92
PCNA 296,7 4,747 3,112
Colagenase | Celularidade | 597,6 6,604 0,925
PCNA 301,3 4,737 3,12

Celularidade EH 10%

I I I . . . . . . . . |
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Figura 36: TIlustracdo do gréfico da Figura 37: Tlustracdo do gréfico da
funcao N(1,t) da fronteira de Dirichlet fungao N(1,t) da fronteira de Dirichlet
para 10% OR. para 10% EH.

células entram em apoptose para possibilitar a evolucao da cicatrizagao para a fase
inflamatoéria com niveis apropriados de células e mediadores quimicos (temos que
celularidade total na borda da ferida é cerca de quatro vezes a celularidade da pele
saudavel). A apoptose, desse nimero elevado de células, desencadeia uma queda
brusca na densidade celular (especialmente préximo ao tempo ¢ = 0) a qual se
estabiliza ao longo do raio e do tempo de cicatrizacao da ferida formando o plato

visualizado nas Figuras 44 e 45 quando, entao as células se proliferam em direcao ao



Celularidade Base

PCNA 10% OR

L L L L L L I
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Tempo (dias)

38:
fungdo N(1,t) da fronteira de Dirichlet

Figura Tlustracdo do gréfico da

para CL.

0 5 10 15 20 30 35 40 45 50

25
Tempo (dias)

40:
fungao C(1,t) da fronteira de Dirichlet
para 10% OR.

Figura Tlustracdo do gréfico da

PCNA 10% EH

71

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Tempo (dias)

Figura 39: Tlustragao do gréfico da
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4
22 10

~

-
®

-
o

-
IS

-
[Ny

-

o
@

o
*

04

0.2

0 5 10 15 20 30 35 40 45 50

25
Tempo (dias)

Figura 41: Tlustracdo do gréfico da
fungao C(1,t) da fronteira de Dirichlet

para 10% EH.

centro da ferida resultando no fechamento da mesma, ou seja, no sucesso do processo

de cicatrizacao.

Caso ocorra a desregulacao do processo (interagao entre as células e a

concentragao quimica) poderd ocorrer, no minimo, duas situagoes indesejadas:
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da celularidade total.

e a densidade celular tende a zero e nao volta a crescer, significando a nao cica-

trizacao da ferida

e a densidade volta a crescer, proxima ao centro, e se estabiliza nesse valor ocor-
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rendo a formacao de fibroses.

Os valores de Dy, D¢, k e A foram obtidos pelo ajuste de parametros
com condi¢oes iniciais, para esses parametros, dadas em Sherratt & Murray (1990).
Podemos observar que os coeficientes de difusao da Colagenase sao menores do que os
do 10% OR o que estd em acordo como os dados experimentais apresentados na secao
1.5. Observando os dados biolégicos percebemos que o CL e a Colagenase possuem
padrao semelhante na celularidade e concentragao de PCNA, o mesmo ocorre para
10% EH e 10% OR, assim os respectivos coeficientes de difusao serao considerados
0s mesmos para os tratamentos que possuem padrao semelhante.

Com o modelo (36) foi possivel reproduzir a atuagao de celularidade
no raio da ferida de pele, entretanto, ainda ha a necessidade de melhoria dos modelos
matematicos para definirmos o tempo de cicatrizacao total da pele, de acordo com
Gushiken (2017). Assim, esse estudo é fundamental para o desenvolvimento de um
modelo matematico que possa auxiliar processos de selecao de novos produtos para
a cicatrizacao de pele.

Os modelos discutidos acima nos leva a selecionar aspectos importan-
tes, que permeiam a cicatrizacao de feridas, para serem investigados. Considerando
os melhores resultados obtidos numericamente nés propomos um novo modelo ma-

tematico que melhor prediz o tempo de cicatrizacao das feridas.

3.4 Um Modelo Matematico Difusivo da Fase Inflamatoria

No6s estendemos o modelo homogéneo (26) que captura a interagao en-
tre mediadores inflamatoérios, neutréfilos e macréfagos para incorporar a propagacao

espacial das células e dos mediadores inflamatorios. Entao, o modelo de equagoes
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diferenciais parciais (EDP) que abrange o espalhamento espacial é dado por:

)
1+ £
n —Dy V4 20 ( Bg) n, (38a)
ot (1 + 2 ) (1 + 3)
Bye Be
w_, (104)
d_CtL :un—ﬁc—’yaa—¢ma, (38b)
1+ —)
(1
om 9
E:DNvm_FXmC_’ymma (38C)
dc n? a?
— =D¢ V? F(t) + kn oka | 55— ) — e
or ~PeVietaly (6%+n2) I (63+a2) e
m2
o [ =) 38d
o () 5
dg _ 2
n =DcVig+kyopma—,g. (38e)
\
As condigoes iniciais sao todas nulas, ou seja, n(z,0) = a(x,0) =

m(z,0) = ¢(z,0) = g(x,0) = 0 assim como as condi¢oes da fronteira esquerda que
sao condigoes de Neumann logo temos que n,(0,t) = a,(0,t) = m,(0,t) = ¢,(0,t) =
92(0,t) = 0. As condigdes da fronteira a direita sao de Dirichlet e estao apresentadas

abaixo, para = € R.
n(L=1,t) =02N (L =1,t).
a(L=1,t)=05n(L =1,t).
m(L =1,t) =0,4N (1,1).

=)
c¢(L=1,t) = pyexp T2 :

(t - (12>2
g(L =1,t) = pyexp "2 )

As fungoes ¢(1,t) e g(1,t) foram escolhidas de forma a ajustarem os da-
dos experimentais da IL-6 e da IL-10, ilustrados nas Figuras 10 e 11, respectivamente.
As fungoes n(1,t) e m(1,t) foram escolhidas como 20% e 40%, respectivamente, da
celularidade total (fungoes N(1,t)). As constantes po,ge e 72, das fungoes c(1,t) e

g(1,t) foram obtidas por otimizagao nao linear (7Trust Region Method) (Nocedal &
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Wright, 1999) e andlise matematica das fungoes e os resultados estdo apresentados

na Tabela 13 e ilustrados nas Figuras 46-53.

Tabela 13. Constantes das fungoes fronteira de Dirichlet para I11-6, ¢(1,t), e IL-10,

g(1,1).

P2 a2 T2

10% OR IL-6 | 3046,8 7,0 4,503
IL-10 | 1262,8 7,0 2,683
10% EH IL-6 | 1969,2 7,0 5,366
IL-10 | 591,1 7,0 2,964
CL IL-6 | 5269,1 3,0 1,561
IL-10 | 1044 7,0 5,781
Colagenase | IL-6 | 3156,7 3,0 1,582
IL-10 | 1044 7,0 5,781
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funcao ¢(1,t) da fronteira de Dirichlet funcao ¢(1,¢) da fronteira de Dirichlet
para 10% OR. para 10% OR.

Assim como os resultados apresentados nas Figuras 44 e 45 temos que

o resultado do modelo (38) apresentado nas Figuras 54 - 57, ilustra um influxo exa-
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Figura 48: Tlustracdo do gréfico da Figura 49: Tlustracdo do gréfico da
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cerbado de células, no inicio do processo de cicatrizagao de feridas, e, logo apos, essas
células entram em apoptose para possibilitar a evolucao da cicatrizagao para a fase
inflamatoria com niveis apropriados de células e mediadores quimicos (temos que ce-
lularidade total (macréfagos e neutrdfilos) na borda da ferida é cerca de quatro vezes

a celularidade da pele saudavel). A apoptose, desse nimero elevado de células, de-
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Figura 52: Tlustragao do gréafico da
fungao ¢(1,t) da fronteira de Dirichlet
para Colagenase.
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Ye = 3,0 e w = 0,03. A linha tracejada
corresponde ao critério de cicatrizacao

imposto: 80% da celularidade total.

L L L
8 10 12 14 16 18 20

. . .
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Tempo (dias)

Figura 53: Tlustragdo do gréfico da
funcao ¢(1,t) da fronteira de Dirichlet

para Colagenase.
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Figura 55: Solugao numérica do modelo
(38). Celularidade total 10% EH. Ferida
cicatrizada no tempo 13,7 dias. Dy =
5x107%, Do =102 . =27, =2,5¢
w = 0,03. A linha tracejada corresponde
ao critério de cicatrizacao imposto: 80%

da celularidade total.

sencadeia uma queda brusca na densidade celular (especialmente préximo ao tempo

t = 0) a qual se estabiliza ao longo do raio e do tempo de cicatrizacao da ferida

quando, entao as células se proliferam em direcao ao centro da ferida resultando no
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Figura 57: Solugao numérica do modelo
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lagenase. Ferida cicatrizada no tempo
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Ye = 3,6, Xn = Xn = 9,0 e w = 0,03.
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ridade total.

fechamento da mesma, ou seja, no sucesso do processo de cicatrizagao. Podemos
observar que nos tratamentos 10% OR e Colagenase, ilustrados nas Figuras 54 e 57,
respectivamente ocorre a elevacao da densidade celular resultando na formacao de
pequenos platos no centro da ferida.

E possivel notar que a celularidade, na bora da ferida, é maior no
tratamento 10% EH (20917,44) do que 10% OR (19087,99), fato que corrobora com
os dados in vivo. Também percebemos que a dispersao, ao longo do raio da ferida, é
semelhante nos tratamentos, no entanto o tratamento 10% EH apresenta um menor
nivel celular (neutrofilos) préximo ao centro da ferida e que, o decaimento préximo
a borda da ferida (macréfagos) ocorre em um raio de retragdo menor do que o
tratamento 10% OR. Contudo, ambos os tratamentos a base de copaiba exibem o
decaimento da densidade celular em raio maior do que o CL, ilustrado na Figura 56.

Notamos uma elevacao na celularidade quando comparamos os trata-

mentos de copaiba com o CL, Figura 56, no centro da ferida, (base dos medicamentos
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10% OR e 10% EH). Nos tratamentos CL (18939,77) e Colagenase (19087,99), ilus-
trados na Figuras 56 e 57, percebemos que a celularidade, na borda da ferida, é
menor do que no tratamentos 10% OR e 10% EH, o que estd em acordo com o0s
dados in vivo. Temos ainda que o CL apresentou o maior valor para celularidade no
centro da ferida.

Os parametros 7. e X, sao baseados nos do modelo (26) denominados
de Y., Xn. A insercao dos termos difusivos deu ao modelo maior liberdade para
calibracao dos parametros e obtivemos uma taxa de influxo dos neutroéfilos, x,,
dez vezes menor do que a obtida anteriormente para o CL, sugerindo que nesse
tratamento o recrutamento celular foi menor e, consequentemente, foi necessario
maior tempo para cicatrizagao da ferida.

A taxa de decaimento do mediador pré-inflamatoério +. é menor no
tratamento 10% EH e maior no CL, pois a producao de IL-6 é menor no tratamento
10% EH, seguido pelo 10% OR, Colagenase e, por ultimo, pelo CL.

A equagao (38a) considera uma proporcao entre as taxas de repressao
da IL-10 e IL-6 e podemos observar, dos dados experimentais, que o maximo dessas
interleucinas ocorrem em dias diferentes (IL-6 no dia 3 e IL-10 no dia 7) para os tra-
tamentos CL e Colagenase e concomitantemente (no dia 7) para os tratamentos 10%
OR e 10% EH. Assim, podemos deduzir que o balanceamento dessas interleucinas
estd melhor modelado nos tratamentos a base de copaiba.

Observamos, a partir dos resultados numéricos, que a densidade celular
¢ influenciada diretamente pelos neutrofilos, no leito da ferida, e pelos macrofagos, na
borda da ferida. Essas influéncias se justificam pela sintese de mediadores quimicos
na borda da ferida, pelos macrofagos, e pelo processo de desbridamento no leito da
ferida pelos neutréfilos (Zhao et al., 2016).

A insercao dos termos difusivos no modelo (26) possibilitou encontrar
o tempo de cicatrizacao das feridas para os quatro tratamentos: 14,2 dias no 10%
OR, 13,7 dias no 10% EH, 18,8 dias no CL e 16,3 dias na Colagenase sugerindo que

os novos parametros determinados sao mais condizentes com os dados laboratoriais.
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No proximo capitulo apresentamos um modelo original para o calculo
de componentes essenciais da angiogénese baseando no modelo (38), em Schugart

et al. (2008) e em Pettet et al. (1996a).



4 UM MODELO MATEMATICO PARA AN-
GIOGENESE DE FERIDAS CUTANEAS

Segundo Flegg et al. (2015), a cicatriza¢do nao pode ocorrer normal-
mente sem a formagao de novos vasos sanguineos, os quais sao responsaveis pelo
suprimento de oxigénio, componente vital para o sucesso da reparacao dos tecidos.
O processo de angiogénese envolve migracgao, proliferacao, diferenciacao e adesao de
vérios tipos de células, incluindo as endoteliais e as inflamatérias (Kim et al., 2013;
Bischoff, 1995). Uma variedade de células inflamatérias, incluindo os neutréfilos,
eosindfilos, mastdcitos, macréfagos, células matadoras naturais (do inglés natural
killers) (NK’s) e células dendriticas estao envolvidas na indugao e promogao da an-
giogénese (Kim et al., 2013).

Segundo Khalaf et al. (2019), analises histopatolégicas evidenciaram
reacao inflamatoéria evidente em secao de tecidos de feridas, incluindo a presenca
de macréfagos e linfocitos associados com a proliferagao de fibroblastos, e neovas-
cularizacao entre os dias 5 e 7 de experimentacao. Também foi detectado niveis
significantes de VEGF e de seu mRNA no estagio inicial da cicatrizacao das feridas
(até o dia 5), sendo que o pico de expressao ocorreu no dia 7 (Khalaf et al., 2019).
VEGF é uma proteina sinalizadora, produzida pelas células, que estimula a formagao
de vasos sanguineos e possui importante papel durante a angiogénsese (Khalaf et al.,
2019).

Alguns autores definem o processo de cicatrizacao de feridas como a

evolu¢ao da unidade de cicatrizacao que é composta por uma frente principal de
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fibroblastos, seguida por uma arcada de capilares e posteriormente por uma rede de

vasos maturados (Flegg et al., 2015; Pettet et al., 1996a).

4.1 Modelagem Matematica

Consideramos a estensao do modelo de EDP (38), o qual modela a den-
sidade celular na epiderme, para possibilitar a modelagem da angiogénese, processo
fundamental no desenvolvimento do tecido de granulagao. O modelo proposto foca
na migragao das células endoteliais do brotamento distal na dire¢ao do crescimento
de quimiotéticos derivados de macréfagos e neutréfilos (Iglesias & Devreotes, 2008;
Pettet et al., 1996a).

Nao consideramos explicitamente a variagao dos niveis de oxigénio, as-
sumimos que a concentracao de oxigénio cresce na propor¢ao que a producao dos
fatores angiogénicos decrescem, ou seja, supomos que baixos niveis na densidade
de vasos sanguineos indicam baixa oxigenagao e alta producao de quimiotaticos
derivados de macroéfagos, enquanto altos niveis na densidade de vasos sanguineos
corresponde a um tecido bem oxigenado com macréfagos inativos, onde alteragoes
morfologicas nos vasos sanguineos e apoptose celular realizam a gradual reducao da
densidade dos vasos (Pettet et al., 1996a). A redugao da proliferacao celular, que
ocorre apés a resolucao da demanda adicional de oxigénio, possibilita a regressao de
vasos neoformados evitando o aporte excessivo de oxigénio (Oliveira et al., 2010).

A angiogénese ¢é indiretamente acentuada por quimiocinas, especial-
mente aquelas derivadas de neutréfilos (Kim et al., 2013). Ndés assumimos que o
quimiotdtico VEGF é produzido por células inflamatdérias (macréfagos e neutrofilos)
em resposta a hipdéxia a uma taxa A, (Flegg et al., 2012), que a concentracdo do
VEGF, b, submete-se ao movimento aleatorio, a uma taxa de difusao D, e decresce
devido a decomposigdo do quimiotatico a taxa A, (Equagao (39f)).

O modelo proposto também considera que a reducao da densidade do

brotamento distal, p, ocorre em funcao da resolucao das fases da cicatrizacao da ferida
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a uma taxa, (A,), e da capacidade de suporte dos brotos capilares p; modelados pela
equacao de Michaelis-Menten (Tabela 16) - ndo consideramos diretamente o processo
de anastomose (Flegg et al., 2012). A densidade do brotamento distal é calculado
no plano perpendicular ao qual a frente de onda da cicatrizagao avanga (eixo x).

A quimiotaxia 8% (p%) é incorporada, nesse modelo, como carac-
teristica dominante no direcionamento da frente da onda para o interior da ferida,
numa taxa y, regiao onde se encontram os quimiotaticos e para a qual se direciona
o movimento aleatério do brotamento distal a uma taxa de difusao D,. Por tltimo,
salientamos que o crescimento do brotamento distal foi considerado proporcional a
quantidade de macréfagos e neutrdfilos presentes no leito da ferida diretamente a
uma taxa My, fato que deixa o modelo matematico muito dependente da densidade
celular e isto corrobora com outros trabalhos publicados (Horng et al., 2017; Kim
et al., 2013; Reinke & Sorg, 2012). Nao consideramos, na modelagem, que os vasos
sanguineos auxiliam no transporte de macrofagos e neutréfilos para o leito da ferida
com o objetivo de manter os resultados obtidos no modelo (38).

Angiogénese é um processo tridimensional, ocorrido na derme, no en-
tanto nos assumimos simetria radial e aproximamos um modelo bidimensional por
um unidimensional. O modelo resultante, equagoes (39a)-(39g), descreve a evolugao
do brotamento distal das células endoteliais e em como eles migram em direcao a
fonte crescente do quimiotatico VEGF liberado pelos macrofagos e neutréfilos. As
variaveis e os parametros adicionais do modelo estao descritos nas Tabelas 14 e 15,

respectivamente.

Tabela 14. Descri¢ao das variaveis do modelo (39).

Variaveis U

b(z,t) Concentragao do quimiotatico VEGF | pg um~? (Cabar, 2008)
p(z,t) Densidade do brotamento distal U ym™?
t Tempo dia

x Posigao radial na ferida cm
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Tabela 15. Descri¢ao dos parametros do modelo (39).

Parametros U
D, Coeficiente de difusao do quimioatratante cm? 57!
D, Coeficiente de difusao da densidade do brota - cm? 57!
mento distal
X  Taxa de quimiotaxia (Anderson & Chaplain, 1998) cm? um? s7! pg™!
Am  Taxa de producao do VEGF pelos mondcitos um 2 mm?® pg cell ™! dia™!
Ay Taxa de decaimento da producao do VEGF dia=!
Ay Taxa de crescimento do brotamento distal em U mm? pm~2 cell ™! dia™!
resposta a fatores angiogénicos produzidos pelas
células inflamatdérias
Ap  Taxa de decaimento do brotamento distal dia™!

Entao, o modelo matematico proposto é dado por:

1+ 4
n =Dy V?n + X ( ﬁg) n, (39a)
ot (1+ g) (1+3)
ﬂgc ﬂc
1+ £
2—? :yn—< ﬁcg) —fyaa—gbma, (ng)
1+ —
(1+5)
om 9
E :DNV m+XmC_’Ymm7 (39C>
dc 2

2
% _p.v2 F(t) +k, _n k. I .
g o Vie+ aF(t) + (Bg—i—rﬂ)—i_’y (ﬁ§+a2) Ve C+

+ ko (m—Q) , (39d)

B +m?
% =D Vg +kgpma—1,g, (39)
% =Dy V?b + A (m +n) — \pb, (39f)
% =D, V% — x% <p%> + App(m + 1) = X, (p— p3). (39)



85

As condigdes iniciais sao todas nulas, ou seja, n(z,0) = a(z,0) =

m(z,0) = ¢(x,0) = g(z,0) = b(z,0) = p(2,0) = 0 com = € [0,1]. As condigdes
da fronteira a esquerda, que sdo condi¢oes de Neumann, sao dadas por n,(0,t) =
a;(0,t) = m(0,t) = c,(0,t) = ¢.(0,¢) = b,(0,¢) = p,(0,¢) = 0. As condigoes da

fronteira a direita sao de Dirichlet e estao apresentadas a seguir, para x € R:

(t+aq1)
(L =1,1) = 0,2p% 91 a(L =1,8) = 05n(L = 1,1),
(L= 1.0) =027 (L=l =05nE=10).
")
t )
m(L =10 =048 LX)y e \ T2 )

(&2 +r7)’

_(75—(12>2 _(t—Q3)2
g(L=1,t) =pyexp \ "2 b(L=1,t) =pgexp \ '3

Y

t
Q3+t'

p(L = 1at) = P3

As fungoes b(1,t) e p(1,t) foram obtidas por regressdo nao linear
através dos dados laboratoriais do VEGF e do brotamento distal na borda da ferida
(fronteira a direita do modelo) apresentados nas Figuras 14 e 15, respectivamente. A
funcao gaussiana modelou com precisao os dados do quimiotatico VEGF, pois esse
deve retornar ao valor basal da pele (préximo de zero) apés a resolugao do processo
de cicatrizacao, sendo que para os dados do brotamento distal utilizamos a fungao de
Michaelis-Menten, pois os valores basais dos vasos sanguineos da pele nao se apro-
ximam de zero mas sim de um valor limiar (Pettet et al., 1996a). Os valores das
constantes estao apresentados na Tabela 16 e os graficos das fungoes, para os quatro
tratamentos, estao ilustrados nas Figuras 58-65 juntamente com os dados empiricos

ilustrados pelos asteriscos.
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Tabela 16. Constantes das fungoes fronteira de Dirichlet para concentragao do qui-

miotatico, b(1,t), e densidade das pontas capilares, p(1,1).

b3 qs3 T3
10% OR Concentracao do quimiotatico | 3,199x 10* 18,44 8,19
Densidade das pontas capilares 25,21 7,54
10% EH Concentracao do quimiotatico | 3,716 x 10* 19,31 8,50
Densidade das pontas capilares 26,2 7,84
Creme Lanette | Concentracio do quimiotdtico | 1,951 x 10* 155 6,78
Densidade das pontas capilares 16,99 4,19
Colagenase Concentracao do quimiotatico | 2,293 x 10* 16,23 7,03
Densidade das pontas capilares 18,08 4,03 —
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4.2 Resultados

Os valores dos novos parametros do modelo foram obtidos por regressao
nao linear, através da ferramenta lsqnonlin do Matlab/Octave, considerando como
condicao inicial para os parametros os valores fornecidos nos artigos, ou seja, Dy,
Am € Xy foram extraidos de Schugart et al. (2008) e D, x, Ay € A, de Pettet et al.
(1996a). Obtivemos os valores D, = 1072, D, = 6x10713 xy = 6x1079, A\, = 4x107?,
A, = 2 x 107 para os quatro tratamentos, Ay, = 4,4 x 10~ para 10% OR e 10%
EH, A\, = 4,2 x 107* para CL e Ay, = 3,55 x 10~* para Colagenase, \,, = 1,584
para 10% OR, \,, = 1,69 para 10% EH, \,, = 0,905 para CL e \,, = 1,0275 para
Colagenase. Assim, temos a mesma taxa de difusao do VEGF, D, e dos brotamentos
distais, D,; as mesmas taxas de decaimento A, e A\, e a mesma taxa de quimiotaxia
X para os quatro tratamentos. Os Unicos parametros que diferenciam a dinamica do
quimiotatico e dos brotamentos distais, nos tratamentos, sao a taxa de produgao do
VEGF, A, e a taxa de producao do brotamento distal, \y,.

Verificamos que a difusdo (coeficiente D,,) do brotamento distal é in-

significante quando comparado ao da quimiotaxia (coeficiente x), ou seja, o processo
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de quimiotaxia é preponderante na formacao e no direcionamento dos novos capilares
(Pettet et al., 1996a).

Os resultados obtidos por meio de simula¢oes numéricas reproduzem
apenas a progressao normal da cicatrizacao da ferida e, entao, para a dinamica
da producao do VEGF, estao apresentados nas Figuras 66-69 e para a dinamica
da producao do brotamento distal temos as ilustracoes nas Figuras 70-73 para os
quatro tratamentos. Analisando a dinamica dos resultados numéricos da densidade
do brotamento distal dos capilares temos o desenvolvimento de uma faixa densa de
capilares préoximo a borda direita da ferida, fato que esta diretamente relacionado a
densidade celular (neutréfilos no leito da ferida e macréfagos na borda) esse fenomeno
é conhecido como brush-border effect (Pettet et al., 1996a). Comportamento andlogo

ocorre na concentracao do VEGF.
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Figura 66: Ilustragdo da dinamica da Figura 67: Ilustragdo da dinamica da
concentracdo de VEGF, no leito da fe- concentracao de VEGF, no leito da fe-
rida, para o tratamento 10% OR. rida, para o tratamento 10% EH.

Utilizando os valores dos dados laboratoriais na fronteira da ferida,
para o VEGF e o brotamento distal, o modelo estimou os valores de ambas as
medicoes no centro da ferida no dia 14 com todos os resultados pertencentes ao
intervalo (média + desvio padrao) (Gushiken, 2017). Entao, concluimos que o mo-
delo possibilita a redugao dos experimentos uma vez que nao é necessario as medigoes

no centro da ferida. As predigoes do modelo (39) estao apresentadas na Tabela 17. O
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Figura 71: Tlustracdo da densidade bro-
tamento distal, no leito da ferida, para o

tratamento 10% EH.

tempo de cicatrizagao da ferida, para os quatro tratamentos, permanecem os mesmos

do capitulo 3, pois nao houve alteragoes nas equagoes (39a)-(39e).

A analise dos resultados numéricos possibilitou melhor entendimento

da evolucao do VEGF e do brotamento distal das células endoteliais no leito da ferida

e evidenciou como o balanceamento entre quimiotaxia, a proliferacao e redugao dos

vasos sanguineos alteraram a estrutura da propagacao da unidade de cicatrizacao.

O modelo corrobora com os resultados apresentados na literatura,
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tamento distal, no leito da ferida, para o tamento distal, no leito da ferida, para o

tratamento CL. tratamento Colagenase.

posto que exemplificou a relagao entre o processo inflamatorio e a angiogénese, ou
seja, os vasos sanguineos recém formados permitem o recrutamento de células infla-
matorias as quais liberam uma variedade de citocinas pré-angiogénicas (Kim et al.,
2013).

O tempo méaximo de evolu¢ao da dinamica utilizado foi de ¢t = 20
dias para os quatro tratamentos, pois o tempo de cicatrizacao foi de, aproximada-
mente, 14, 18 e 16 dias, para os tratamentos a base de copaiba, CL e Colagenase,

respectivamente.

Tabela 17. Resultados numéricos estimados pelo modelo (39) para VEGF, b, e

brotamento distal dos capilares, p, no centro da ferida.

10% OR  10% EH CL Colagenase

VEGF 40720,86 41131,79 34263,86  38013,96
Brotamento distal 24,76 24,6 23,45 22,02

Enfatizamos que a reducao na densidade do brotamento distal devido a
anastomose pode ser modelado pela insercao do termo dependendo de —p? na equacao
(39g) possibilitando a reprodugao mais realistica dos dados in vivo (Flegg et al., 2015,
2012; Pettet et al., 1996a,b). Também destacamos que o modelo pode ser estendido
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pela inclusao de diferentes mecanismos biologicos, como por exemplo, a concentracao
de oxigénio ou a densidade dos vasos sanguineos, no entanto evidenciamos que nosso
modelo apresenta aspectos para incorporar caracteristicas da angiogénese. Além de
que a inser¢ao de novos processos aumentaria o grau de dificuldade na obtencao dos

resultados numéricos.



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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