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CIRCULATING HEMOCYTE DYNAMICS IN CHRYSOMYA MEGACEPHALA

(FABRICIUS, 1794) (DIPETRA: CALLIPHORIDAE) LARVAE

Abstract: Inflammatory response is one of the most important defense mechanisms in
vertebrates, which count also on adaptative immunity; but it is in invertebrates, which
have only innate defense mechanisms, that inflammatory response assumes a main role.
This kind of immunity is easily isolated and studied in invertebrates, so that in this paper
a study of the hemocyte dynamic in response to immune challenges in Chrysomya
megacephala is presented. Hemocyte and microagregate counts in third instar larvae
hemolymph were experimentally determined after inoculation with three different
microorganisms; and a mathematical model for the insect cells dynamics and their
interaction with the invading microorganism is presented. Comparisons between
experimental results and mathematical modeling bring about important reflections

concerning the key elements of microagregation response in insects.
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DINAMICA DE HEMOCITOS CIRCULANTES EM LARVAS DE CHRYSOMYA

MEGACEPHALA (FABRICIUS, 1794) (DIPETRA: CALLIPHORIDAE)

Resumo: A resposta inflamatéria € um dos principais mecanismos de defesa, tanto para
vertebrados dotados de imunidade adquirida quanto para invertebrados. Nos invertebrados,
que possuem apenas mecanismos inatos de defesa, a resposta inflamatéria tem papel
fundamental, alem de ser mais facilmente isolada e estudada. Para entender estes
mecanismos de resposta celular foi feito um estudo da dindmica dos hemécitos em resposta
a diferentes desafios imunolégicos em Chrysomya megacephala. Experimentalmente,
foram quantificados hemdcitos e microagregados na hemolinfa de larvas em resposta a
infecgdes por diferentes microorganismos. Além disso, foi proposto um modelo matematico
da dindmica das c€lulas do inseto e suas interagbes com microorganismos invasores. A
comparacéo entre os resultados experimentais e as decorréncias do modelo, traz reflexdes

sobre os elementos fundamentais da resposta de microagregagfo nos insetos.

Palavras-Chave: imunologia de invertebrados, microagregagdo, modelagem, resposta

inflamatoria.
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1 Introdugio

Durante muito tempo a atengdo dos imunologistas estava voltada para o sistema
imune adaptativo, mas ultimamente vem se tornando evidente que muitos dos fendmenos
imunes observados ndo sdo explicados unicamente pela resposta adaptativa. Dessa maneira,
ganha forga o estudo do sistema imune inato. (Hoffmann & Reichhart 2002)

Nos vertebrados as respostas imunes inata e adaptativa estdo intimamente
interligadas, de forma que torna-se dificil isolar os mecanismos da resposta inata para
estudo. Portanto, o estudo da imunidade de invertebrados, que ndo possuem rearranjo
somatico como parte de mecanismos de defesa, € uma alternativa promissora.

Utilizando a mosca Chrysomya megacephala, foram realizados estudos de
agrega¢do de hemdcitos induzida por microorganismos. Este ¢ um mecanismo bastante
interessante e simples de ser estudado, uma vez que a agregacdo entre células circulantes da
hemocele representa o resultado final de diferentes mecanismos de prote¢do que foram
acionados.

Como ferramenta para ampliar a compreensdo do problema, foi criado um modelo
matematico composto de um sistema de equagdes diferenciais que tenta explicar a dindmica
de agregacdo dos hemdcitos em resposta a um desafio imunolégico. O modelo € baseado
nos fendmenos e interagdes celulares que sdo aceitos como participantes das respostas de
defesa do inseto.

As informagdes retiradas do modelo da dindmica de hemdcitos foram confrontadas
com os dados obtidos do experimento de quantificagdo de hemdcitos do presente trabalho e

com outros experimentos semelhantes encontrados na literatura. Essas informagdes



permitem sugestes de melhorias no modelo e de novas abordagens para modelar o
fendmeno.

O objetivo do presente trabalho € utilizar técnicas de modelagem matematica para
obter uma melhor compreenséo da resposta de defesa em C. megacephala, e confrontar os
resultados deste modelo com resultados experimentais para verificar a conformidade do

modelo.



2 Revisdo Bibliografica

2.1 Biologia de Chrysomya megacephala

Chrysomya megacephala, popularmente chamada de mosca das latrinas ou mosca
oriental das latrinas, é um inseto pertencente a classe Diptera e a familia Calliphoridae. Os
califorideos sdo conhecidos como moscas varejeiras.

Espécie endémica da Asia oriental, Australia e Oceania, C. megacephala foi
recentemente introduzida na Africa, América do Sul e América Central (Kurahashi &
Magpayo apud Sukontason et al. 2003). Relatos contemporaneos indicam sua recente
migragdo para a América do Norte, onde sua primeira identificago foi em 1991 (Tomberlin
et al. 2001).

No Brasil a primeira coleta de C. megacephala data de 1975 (Tomberlin et al.
2001). No pais o inseto predomina nas zonas urbanas, provavelmente por ser originaria de
uma linhagem da Nova Guiné, onde ¢ encontrada desenvolvendo-se principalmente nas
fezes humanas (Wells & Kurahashi apud Silva 2005).

C. megacephala adulta ¢ uma mosca relativamente grande, podendo atingir 3 cm. de
comprimento. A espécie apresenta pequeno dimorfismo sexual, e, como muitos dos
califorideos, tem colorag@o verde metalica caracteristica no dorso.

Os dipteros apresentam quatro estagios de desenvolvimento, ovo, larva, pupa e
adulto. Seu periodo de desenvolvimento é varidvel de acordo com condi¢cdes como a
temperatura e fonte de alimento.

As fémeas de califorideos realizam a ovoposigdo em massas de ovos colocadas

sobre o substrato, e ap6s aproximadamente oito horas ocorre a eclosio dos ovos. As larvas



desenvolvem-se formando galerias ao se alimentar do substrato onde se encontram. No
decorrer de 3 a 5 dias, as larvas passam por 3 instares ( L1, L2, e L3). Nos trés instares, as
larvas de C. megacephala séo morfologicamente semelhantes entre si e o ganho de peso
acentuado € a principal caracteristica do terceiro instar (Sukontason et al. 2003).

Ao final do ultimo instar, as larvas deixam o substrato para empupar. O periodo de
pupa dura de 4 a 10 dias, ao final do qual emergem insetos adultos. A sobrevivéncia de C.
megacephala adulto ¢, em média, de 60 dias, podendo chegar até 4 meses (Silva 2005).

Na natureza, tanto machos como fémeas adultos se alimentam de agua, substancias
agucaradas e secregdes oriundos de animais e vegetais vivos ou mortos. Ja as larvas podem
se desenvolver sobre carne em decomposigio ou excrementos.

Em estudo de tabela de vida de C. megacephala cultivadas em laboratério Refaat et
al. (2005) verificaram que cada fémea em seu tempo de vida coloca em média 223,7 ovos.
Nesse mesmo estudo foi observado que quase 100% dos ovos eclodiam em um dia, e
desses, 38% chegavam ao estagio adulto. As médias de tempo como larva e como pupa
obtidas nesse estudo foram de 5,4 dias e 5,3 dias respectivamente. A proporgdo entre
machos e fémeas ¢ de aproximadamente 1:1. A expectativa de vida verificada nesse estudo
foi de aproximadamente 25 dias ap6s a emergéncia, mas algumas moscas podem chegar a 3

ou 4 meses.

2.2 Importincia Econémica de C. megacephala

Os califorideos sdo amplamente conhecidos como agentes de transmissdo mecénica
de diversas doengas, estando entre os mais perigosos dipteros vetores de patogenos

entéricos. Agentes relacionados a gastroenterites e tracoma em recém-nascidos, poliovirus
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dos tipos I, II e IIl, virus coksakie, enterobactérias Salmonella sp. e Shigella sp., ovos de
varios cestédeos e Toxoplasma gondii estdo entre os patdgenos veiculados por essas
moscas (Kuhlhorn apud Silva 2005)

Por sua proximidade de convivéncia com o homem, é acentuado em C.
megacephala o risco da transmissdo de agentes patogénicos. Na Malasia, onde sua
populagdo € muito grande em centros urbanos, a mosca é indicada como principal
propagador de ovos de parasitas helminticos. (Refaat et al. 2005)

C. megacephala néo € s6 conhecida como vetor de diversos patdgenos, mas também
como espécie importante em estudos forenses. A larva desta espécie é usada como
evidéncia entomolégica para estimar o intervalo pos-morte do cad4ver e como indicadora
de envenenamento por organofosforados em corpos em decomposi¢do (Sukontason et al.
2003).

Além disso, esses dipteros sdo importantes na degradag¢do da matéria orgénica; e na
Austrélia, C. megacephala ¢ um importante polinizador das flores de manga (Refaat et al.

2005).

2.3 Sistemas de Defesa

Muitos microorganismos adotam como estratégia evolutiva utilizar os nutrientes e a
protecdo de um organismo maior, crescendo no interior do mesmo. Além do fardo de
carregar e alimentar o parasita, muitas vezes o microorganismo causa alteragdes e
debilitagdo em diversas fungdes vitais do hospedeiro. Dessa forma, é fundamental para a

sobrevivéncia de organismos multicelulares um sistema de defesa contra essas invasdes.
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Plantas e fungos usam predominantemente barreiras fisicas e a produgdo e secre¢io
de substincias com agfo antimicrobiana. Mas ¢ nos animais que esta fungdo de defesa
assume sua maior complexidade, sendo realizada por um conjunto de células circulantes e
oérgaos especializados que compde o sistema imune.

As primeiras defesas dos animais também sdo barreiras fisicas e quimicas que
tentam evitar a invas@o dos seus tecidos por outros organismos. Muitas vezes estas barreiras
ndo sdo eficazes, e se torna necessaria a agdo de mecanismos internos para impedir que os
microorganismos se multipliquem livremente.

Acredita-se que a principal fungo do sistema imune seja reconhecer a invasio de
entidades potencialmente patogénicas e elimina-las, protegendo assim o organismo de
doengas.

O reconhecimento de possiveis ameagas é mediado por receptores de membrana que
se ligam a moléculas oriundas do organismo invasor. As moléculas reconhecidas podem ser
tanto indicadoras de grupos de patégenos, quanto simplesmente moléculas estranhas ao
corpo (ndo-proprias).

Uma vez identificada a invasdo, a resposta de defesa ¢ mobilizada para eliminar o
organismo estranho. Dentre os mecanismos utilizados estdo a liberagfio de substncias
toxicas aos microorganismos, fagocitose dos invasores e até morte de células do préprio
organismo hospedeiro que estejam comprometidas com o patégeno. Os mecanismos que
envolvem as agdes tomadas na resposta imune formam uma complexa rede € variam entre

os diversos organismos.



2.4 Sistema Imune Inato e Adaptativo

O sistema imune dos mamiferos pode ser dividido em duas componentes: inato e
adaptativo. O sistema imune inato ¢ tradicionalmente Visto como a primeira resposta a
patogenos, ele é pouco especifico e de agdo rapida; sua principal forma de agfio ¢ a resposta
inflamatéria. J4 o sistema imune adaptativo demora mais tempo para ser mobilizado em
caso de infecgdo primaria, tem alta especificidade de resposta e é mobilizado mais
rapidamente em contatos posteriores com o elemento estranho (memoria imunolégica).

A distin¢do entre inato e adaptativo se dé porque todas as moléculas envolvidas na
imunidade inata sdo evolutivamente selecionadas e seus genes ndo sofrem alteragdo no
tempo de vida do organismo. J4 na imunidade adquirida, algumas das principais moléculas
sdo fruto da recombinagdo somatica aleatéria de genes, de forma que h4 producdo de
grande variabilidade de receptores.

A imunidade adquirida, cujos principais atores sdo linfécitos T e B e anticorpos, tem
sido amplamente estudada. Seus receptores reconhecem tudo aquilo que néo ¢ préprio do
organismo, e podem, dependendo de diversos estimulos, iniciar ou ndo uma resposta.

Ja a imunidade inata atua como um sensor que identifica o patégeno e contribui para

erradicé-lo e ativar a resposta adaptativa (Kaisho & Akira 2006).

2.5 Questdes Evolutivas

Todos os invertebrados combatem seus invasores utilizando apenas o sistema imune
inato. Apenas os vertebrados com mandibula possuem o sistema imune adaptativo, com

receptores gerados por mecanismos de recombinagdo somética.
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O surgimento do sistema imune adaptativo teria ocorrido em algum ancestral
cordado agnato, quando um gene da superfamilia Ig foi invadido por um elemento
transponivel com os genes rag/ e rag2, dando inicio a0 mecanismo de recombinagfo que
hoje gera as imunoglobulinas e os receptores associados & imunidade adquirida (Flajnik &
Du Pasquier 2004).

A andlise de diversos organismos mostra que as moléculas de reconhecimento de
patdgenos, que variam entre os grupos de animais, sfo associadas a vias de sinalizagdo
conservadas. Por esses achados sugere-se que os mecanismos eficientes de defesa surgiram
cedo na evolugdo dos animais (Flajnik & Du Pasquier 2004).

Os diversos fatores que caracterizam a imunidade adaptativa estdo presentes em
todos os vertebrados com mandibula, de forma que, uma vez ocorrida a mutagio original
que desencadeou o surgimento da imunidade adquirida, as outras mutagdes se seguiram
rapidamente, tirando proveito de vias ja estabelecidas pelo o sistema inato (Flajnik & Du
Pasquier 2004).

O surgimento da imunidade adquirida provavelmente ocorreu no mar, onde vivem
os pré-cordados e os cordados agnatos. Dessa forma, ¢ possivel que a abundéncia de virus
no ambiente marinho tenha servido como presséo evolutiva que impulsionou modificagdes
no sistema imune. (Flajnik & Du Pasquier 2004)

Contrario a essa teoria, Rinkevich (1999) sugere que o surgimento do sistema imune
adaptativo nos vertebrados tenha inicialmente cumprido a fung¢do de aloreatividade, e s6
posteriormente vindo a atuar na defesa contra patogenos. Essa visdo € baseada nas recentes
descobertas de diversos casos naturais de aloenxertos, como nos tunicados, ancestrais

proximos dos vertebrados, que apresentam rejei¢do a aloenxertos. Essa abordagem
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privilegia as interagdes celulares, tornando o conhecimento da dindmica celular um

elemento evolutivamente importante para entender os mecanismos de defesa.

2.6 O Sistema Imune Inato de Mamiferos

As respostas imunes inatas entram em aco imediatamente apos o inicio da
infecgdo, pois ndo dependem de contato prévio com o patégeno. Essas respostas ndo sdo
especificas para um patégeno, mas sim dependentes da ativagdo por grupos de proteinas
evolutivamente conservadas.

Uma das principais formas da resposta imune inata ¢ a resposta inflamatéria. Nela,
sdo liberadas citocinas inflamatérias que atraem diversos leucdcitos para o local da
inflamago. Além da liberagdo de citocinas h4d o aumento da permeabilidade dos vasos
sangliineos proximos a infecgdo e aumento da circulagdio local, causando um
extravasamento do sangue para os tecidos e edema. Os macréfagos e neutréfilos fagocitam
o invasor, ¢ as células dendriticas capturam antigenos do invasor para apresentar a
linfécitos, ativando a resposta imune adaptativa.

Estudos recentes de imunologia de vertebrados apontam o papel crucial da
imunidade inata no direcionamento e na ativacdo de mecanismos efetores da resposta

adaptativa para o tipo especifico de antigeno (Rinkevich 1999).

2.7 Sistema Imune em Diptera

Os Dipteros, assim como todos os invertebrados contam apenas com a resposta

imune inata para combater infec¢des; ainda assim, eles o fazem eficientemente. Existem



estudos com diversos animais sobre a resposta imune em Diptera, j4 seus mecanismos
moleculares sdo compreendidos, principalmente, por estudos com Drosophila
melanogaster.

O sistema de defesa contra infecgOes de insetos envolve 0s seguintes processos:
barreiras fisicas do tegumento e do trato digestivo; ag¢do coordenada de diversas sub-
populagdes de hemécitos quando essas barreiras sdo rompidas; e sintese induzida de
peptideos antimicrobianos e proteinas pelo corpo gorduroso (Gillespie et all. 1997).

Assim, podemos dizer que resposta imune em Diptera ¢ composta de trés elementos:
a resposta humoral, que depende da produgdo de peptideos antimicrobianos pelo corpo
gorduroso (equivalente ao figado dos mamiferos); a resposta celular, que envolve a
fagocitose feita pelos plasmatécitos; e a melanizagdo, que tem fungio semelhante a da
cicatrizagdo.

Kim & Kim (2005) verificaram em dros6fila que o reconhecimento de padrdes
moleculares associados a microorganismos (MAMPs) por receptores inatos desencadeia
essas respostas por meio de cascatas de sinalizagdo, que levam a produgdo de peptideos
antimicrobianos, citocinas, fatores inflamatdérios e 4 ativagio de cascatas fagociticas e
proteoliticas.

Por meio de pesquisas genéticas, foram identificadas ao menos duas vias de
sinalizagdo (vias Toll e Imd) com papéis centrais no inicio da resposta imune inata e
também na produgdo de peptideos antimicrobianos pela ativagfio de fatores do tipo NF-xB.
Entretanto, ao contrario do que acontece em mamiferos, erﬁ insetos os recepretores do tipo

Toll (TLRs) néo interagem diretamente com MAMPs (Kim & Kim 2005).



Em droséfila, as respostas contra fungos e bactérias Gram positivas sdo dependentes
da via de sinalizagdo Toll. J4 as respostas contra infecgdes por bactérias Gram negativas
sdo controladas por outra via de sinalizagfo, a via Imd (Kim & Kim 2005).

Duas familias de proteinas foram associadas ao reconhecimento de patogenos. As
proteinas de reconhecimento de petideoglicanos (PGRP) foram identificadas como as
proteinas de reconhecimento de bactérias Gram positivas. No entanto, as protefnas que
reconhecem bactérias Gram negativas sio as proteinas de ligagio Gram negativa (GNBP),
que se ligam a compostos da parede celular das bactérias como LPS e p-1,3-glucano (Kim
& Kim 2005).

O reconhecimento especifico de diversos patégenos pode ser explicado pelo grande
nimero de moléculas de reconhecimento j4 encontradas.

Flajnik & Du Pasquier (2004) ressaltam que o sistema imune de invertebrados nio
¢ simples, e diferentes organismos podem diferir muito nos graus de complexidade de suas
respostas imunes. E importante dizer que a auséncia de resposta adaptativa nio implica em
menor eficiéncia nos sistema de defesa, uma vez que a resposta inata ¢ a mais difundida do

reino animal.

2.7.1 Melanizacdo

Quando o inseto sofre uma lesdo em que sua cuticula é rompida, ocorre uma rapida
ativagdo da produgdo de melanina, seguida da agregagdo de hemécitos. Além de contribuir
para a recuperagdo de ferimentos, a melanizago contribui para o encapsulamento de corpos

estranhos e gera intermediarios toxicos (como espécies reativas de oxi génio) que ajudam no
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combate & infecgdo. A enzima fenoloxidase atua na produgdo de melanina a partir de

dopamina, e € ativada por uma cascata de serino proteases (Kim & Kim 2005).

2.7.2 Peptideos Antimicrobianos e Resposta Humoral

Peptideos antimicrobianos de sete diferentes familias podem ser induzidos em
Doroséfila. Sua transcrig@o ocorre no corpo gordurosos horas apds o desfio imunolégico, e
eles sdo secretados na hemolinfa. Drosomicina, Metchnikowina e Cecropina tém ag#do
antifungica; Defensina e Metchnikowina atuam contra bactérias Gram positivas e Attacina,
Cecropina, Diptericina e Drosocina contra bactérias Gram negativas. Estes peptideos sdo
moléculas pequenas e de estrutura variada que atuam em bloco para afetar a integridade das
membranas de organismos invasores, impedindo seu crescimento (Meister et al. apud Kim

& Kim 2005).

2.7.3 Resposta Celular

A hematopoiese em drosofila estd restrita aos estagios embriondrio e larval,
ocorrendo em glandulas linfaticas. Esses 6rgdos desaparecem na histoneogenese que ocorre
nas pupas. Os mecanismos moleculares da formagdo de linhagens de células sanguineas séo
conservados entre droséfila e mamiferos (Kim & Kim 2005).

Os hemécitos podem ser divididos em cinco grupos, de acordo com estrutura, forma
e fungdo. Os pré-hemdcitos sd3o os menores hemdcitos, tem alta proporgdo
niicleo/citoplasma, s@o freqlientemente vistos em posi¢des sugestivas de mitose (Silva et al.

2002). E acreditado que os pré-hemécitos déem origem a todos os outros tipos celulares. Os



plasmatécitos sdo altamente polimérficos e tém tamanho variado. So as células mais
freqiientes na hemolinfa das larvas e estdo envolvidas tanto na atividade fagocitaria quanto
nos processos de agregagdo celular. As células granulares sdo morfologicamente
semelhantes aos plasmatécitos e apresentam uma quantidade variavel de granulos
basofilicos no citoplasma. Os esferulécitos sdo semelhantes as células granulares, mas
apresentam grandes inclusdes esféricas brilhantes quando vistas em microscopio de
contraste de fase. E os oenocitéides sdo células grandes, geralmente esféricas ou ovais com
granulagdes citoplasmaticas finas. Eles sdo raros na circulagio e provavelmente estdo
envolvidas com a ativago da fenoloxidase. (Silva et al. 2002; Lackie 1988)

Uma das formas da resposta celular é a fagocitose, que ¢ feita principalmente por
células granulares e plasmatocitos. As taxas de fagocitose variam entre esses dois tipos
celulares, e também dependem de caracteristicas da parede do organismo invasor. A
fagocitose pode ser estimulada pela via da pré-fenoloxidase (PPO) (Gillespie et al. 1997).

A formagido de agregados multicelulares de hemécitos (microagregados) atua no
aprisionamento de um grande numero de microorganismos em uma matriz extracelular.
Esses microagregados podem se aderir a tecidos ou a agregados maiores, e eventualmente
ser encapsulados. A agregagdo de hemdcitos pode ser induzida por LPS, zimosina,
laminarina ou algumas glicoproteinas (Gillespie et al. 1997).

A encapsulagdo € a deposi¢do de camadas organizadas de células ao redor do corpo
estranho. Ela pode ocorrer sobre os microagregados ou quando o invasor é grande demais
para ser fagocitado. A encapsulagdo pode ser ou néo élcompanhada de deposigdo de

melanina, induzida pela via PPO.
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2.8 Principios de Modelagem Matemitica

Modelos matematicos sdo usados hd muito tempo para ajudar a explicar ou fazer
previsdes sobre sistemas biolégicos. Diversas sdo as areas em que essa interface trouxe
resultados significativos. Exemplos de éreas da biologia em que modelos matematicos séo
aplicados com sucesso sdo: a genética de populagdes; interagdes ecolégicas entre
populagdes, como competi¢do e predagdo; cinética de reagdes bioquimicas; cascatas de
sinalizagdes celulares; epidemiologia; surgimento de padrdes evolutivos; osciladores
naturais como ritmo circadiano; inferéncia de filogenias; transmissdo de impulsos nervosos;
sucessdo vegetal; interagbes entre hospedeiros e parasitas; evolugao de quasi-espécies;
crescimento de tumores; evolugio de cooperagdo; estrutura tridimensional de proteinas e
configuragdo de sitios de ligagdo molecular; e imunologia. (Murray 1993 e Nowak 2006)

A modelagem de sistemas biolégicos exige um bom grau de interdisciplinariedade,
geralmente dependendo da boa interagdo entre matematicos e bidlogos para ser produtiva.
Nesse processo existem alguns pontos criticos que surgem das diferencas de visdo desses
profissionais.

Muitas vezes modelos matematicos podem usar matematica sofisticada, mas ao
mesmo tempo ser inuteis do ponto de vista bioldgico. Isso geralmente ocorre quando ha
pouca interagdo entre a experimentagio ¢ a modelagem. No outro extremo tem os modelos
que sdo biologicamente realistas, mas excessivamente complexos para se tirar conclusdes.
Estes normalmente surgem da tentativa de incluir todas as interacdes bioldgicas conhecidas

no modelo, ao invés de tentar selecionar os fatores preponderantes para o fendmeno (Yates,

etal. 2001).



O grau de detalhamento do modelo € um ponto critico, ja que, em muitos casos
existe um excesso de informagdo experimental. Assim sendo, a visdo do bidlogo
experimental € importante na escolha de quais pardmetros devem ser considerados no
modelo, para que ele capte os processos fundamentais para o surgimento do fendmeno que
esta sendo descrito, sem agregar complexidade desnecessaria (Yates, et al. 2001).

Murray (1993) em seu livro Mathematical Biology destaca que do ponto de vista
matematico, a arte da modelagem depende de: (i) boa compreensdo do problema bioldgico;
(if) uma representagdo matemética realista dos fendmenos biolégicos importantes ao
problema; (iii) encontrar solugdes lteis, de preferéncia quantitativas; e principalmente (iv)
interpretagdo bioldgica dos resultados mateméticos em termos de insighis e previsdes.

Ao revisar modelos matematicos para diversas areas da biologia, Murray (1993)
comenta do processo e objetivos da modelagem. Ele destaca que o objetivo da modelagem
¢ responder a questdes bioldgicas pertinentes, ¢ que até mesmo modelos simples devem
trazer questionamentos importantes relativos ao processo que tentam explicar, e
freqiientemente o fazem. Mas a maioria dos modelos passa por varias versdes até que
fendmenos qualitativos possam ser explicados ou previstos com algum grau de confianga.

Como os sistemas bioldgicos ocorrem em ambientes com muitas perturbagdes,
modelos matematicos realisticos devem ser pouco sensiveis a variagdes nos pardmetros ou
condigdes iniciais. Para tanto, a robustez é um critério importante para comparar modelos
que foram criados levando unicamente em consideragdo as motivagdes (Yates et al. 2001).

Entre as principais ferramentas da modelagem elstﬁo as equagdes diferenciais.
Quando se trata de populagdes grandes, homogéneas, e com longas escalas de tempo elas
apresentam bons resultados. Entretanto, muitos processos bioldgicos, especialmente do

sistema imune s3o probabilisticos ou tem elementos estocasticos. Em processos que
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envolvem pequenas quantidades de moléculas, como certas reagdes intracelulares, efeitos

aleatérios sdo muito importantes (Yates et al. 2001).

2.9 Modelagem Matematica em Imunologia

Em 1760 Bernoulli propds um modelo de equagdes diferenciais ordindrias nio
lineares para a epidemia de variola e os efeitos da vacinagdo. Esta provavelmente foi a
primeira vez em que modelos matematicos foram usados para questdes préaticas relativas a
imunologia. Posteriormente, varios modelos semelhantes foram usados para estimar os
niveis de vacinagao necessarios para controlar epidemias (Murray 1993).

Apesar da grande quantidade de informagdes sobre o sistema imune descobertas nos
ultimos anos, nossa compreensio das propriedades deste sistema como um todo sdo
limitadas. Feedback, delays, interagdes nio lineares e a complexidade da rede de interagdes
possiveis entre diversas moléculas e células sido fatores tipicos do sistema imune que
podem exibir comportamentos contra intuitivos. E nesses pontos que o uso de modelos
matematicos pode trazer ganhos significativos a nossa compreensio (Yates et al. 2001 )

Grandes quantidades de dados e ferramentas elaboradas de bioinformética para
armazenar informagdo séo insuficientes para a compreensio das complexidades do sistema
imune. Dessa forma a modelagem matematica torna-se uma ferramenta essencial para
complementar técnicas experimentais e de bioinformatica. Juntas, essas técnicas
possibilitam novas perspectivas sobre o comportamento do sistema imune e permitem a
criagdo de novas hipéteses e sugestdo de novos experimentos. A modelagem, quando bem
feita, pode até criar um “laboratorio virtual” para complementar experimentos in vivo e in

vitro (Yates et al. 2001).

ok |



Existem diversos exemplos de modelos matematicos para fendmenos imunolégicos.
Um dos primeiros € o modelo criado por Bell (Bell apud Perelson 1997) para descrever a
selecdo clonal de linfocitos B. Neste modelo € considerada a dindmica de antigenos se
ligando aos receptores de células B e diversos estagios de diferenciag@o dos linfocitos. O
modelo assume que linfécitos virgens, em presen¢a de concentragdo suficiente de
antigenos, se transformam em células proliferativas. Estas células, sob estimulo continuado,
continuam a se dividir e produzir anticorpos que atuam na eliminagdo do antigeno. Quando
a concentragdo de antigeno € reduzida, assume se que as c€lulas param de proliferar e se
diferenciam em células de memdria e células de plasma. As células de plasma produzem
grandes quantidades de anticorpos e sdo incapazes de diferenciagdo; ja as células de
memoria podem se estimuladas por antigeno a virar células proliferativas. Alem disso, €
considerada a dindmica dos antigenos e da ligagio destes aos anticorpos, de forma que o
modelo é composto de seis equagdes diferenciais ordinarias ou algébricas. Bell (Bell apud
Perelson 1997) resolveu numericamente estas equagdes e encontrou uma dindmica
razoavelmente préxima a do sistema imune. Posteriormente as equagdes foram resolvidas
por aproximagdes analiticas.

Um outro exemplo de modelo da atividade do sistema imune apresentado por
Kepler € Chan (2007) se refere a dindmica espago-temporal do processo inflamatorio. Neste
trabalho sio modeladas a locomogdo dos leucdcitos, levando em consideragdo sinais
quimiotaticos; a difuso das citocinas; a dindmica intracelular de macréfagos, que recebem
estimulos externos e liberam citocinas; e a relagfo entre TNF e sua versdo solivel sTNF.
Os autores mostram, por meio de simulagdes, a troca programada de produto de secre¢@o
pelos macréfagos, de TNF para sTNF, reponde pelo controle e termino da resposta

inflamatoria.
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Alem desses, diversos outros aspectos do sistema imune foram alvos de
investigagdes matematicas, como previsdes do tamanho dos epitopos, distingdo do préprio
€ ndo préprio em comparagdo com o tamanho do repertorio do sistema imune (George
2002), proposig¢@o de uma rede de interagdes entre idiotipos de anticorpos (Perelson 1997) e
competi¢do entre diferentes linhagens de linfécitos e as quasispécies do virus da AIDS

(Nowak 1996).
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3 Material e Métodos

3.1 Obtencdo da colonia de Chrysomyia megacephala
A coldnia foi formada a partir de C. megacephala capturadas no Campus Centro da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, com o auxilio de uma armadilha entomolégica

orientada pelo vento (WOT).

3.2 Manutencdo da Colonia Chrysomyia megacephala

Os insetos adultos foram mantidos em gaiolas de madeira com tela de dimensdes
aproximadas 40x25x25c¢cm, em uma sala com fotoperiodo e temperatura ambiente natural.
No inverno, a sala era aquecida com uma estufa de forma que a temperatura ndo baixasse
dos 10° C, uma vez que o tempo de desenvolvimento das moscas ¢ fortemente afetado pela
temperatura. Os animais recebiam semanalmente d4gua e uma mistura de agucar refinado e
leite-em-po.

Para induzir ovipostura, a colénia recebia uma dieta adicional de carne bovina
moida, sendo que o ambiente era iluminado indiretamente para favorecer a ovipostura. Os
ovos, uma vez postos, eram separados da colonia e colocados para se desenvolver em um
recipiente pléstico contendo carne bovina moida, onde eclodiam, dando lugar as larvas que
se alimentavam da carne. Entre S e 7 dias apds a ovipostura, as larvas de terceiro estidio
(L3) atingiam o momento de dispersdo; elas entdo deixavam o pote de cultivo e caiam em
uma bandeja contendo vermiculita colocada sob o recipiente de cultivo. Na vermiculita, as

larvas buscavam se enterrar para, entdo, empupar.
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Ap0s 24 ou 72 horas todas as pupas formadas eram separadas manualmente da
vermiculita e colocadas em uma gaiola vazia para formar uma nova col6nia. As geragoes

eram mantidas separadas.

3.3 Preparo das Larvas para Inoculacio

Para os procedimentos experimentais as larvas do estddio L3 em dispersdo eram
coletadas manualmente. Em seguida passavam por um procedimento de anti-sepsia
composto de lavagem em dgua corrente por um minuto, seguido de um minuto de imersio
em uma solugdo de hipoclorito de sédio a 2%, e mais um minuto sob a agua corrente. Em
seguida, as larvas eram colocadas em placas de Petry sobre o gelo por 15-20 minutos para

imobiliza¢do, aguardando o indculo.

3.4 Preparo do Inéculo

Foram utilizados para inéculo trés microorganismos diferentes: Micrococcus luteus,
bactéria Gram positiva; Escherichia coli bactéria Gram negativa; e a levedura
Saccharomyces cerevisiae. Todos os microorganismos foram obtidos no Departamento de
Microbiologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

As bactérias foram mantidas em meio sélido agar tripticaseina de soja (TSA) para
conservacdo. Para a inoculagéo, as bactérias eram cultivadgs por 24 horas em meio caldo de
infuso cérebro_coragdo (BHI).

A levedura usada no experimento de inoculag@o foi Saccharomyces cerevisiae, que

foi mantida em meio s6lido agar Sabourad (especifico para o crescimento de fungos). O



inéculo de levedura foi preparado em caldo Sabourad, de forma semelhante ao indculo
bacteriano.
Esses microorganismos foram escolhidos pela pronta obtengdo e pelo fato de ndo

serem patogénicas para o inseto estudado.

3.5 Inoculag¢do das Larvas

Foram inoculadas ao todo 244 larvas conforme o procedimento utilizado por (Okada
& Natori, 1985). Ap6s 15 minutos sobre o gelo, as larvas imobilizadas eram mergulhadas
em etanol 70% e posteriormente levadas 4 lupa para a inoculagdo de um volume de
aproximadamente 20 ul do cultivo de microorganismo. A inoculag@o era realizada em um
dos trés ultimos segmentos abdominais, com uma seringa descartiavel com agulha 30G'.

As larvas inoculadas permaneciam em repouso por duas horas em ambiente Gmido

sob iluminagdo constante para inibir a empupagfo.

3.6 Coleta da Hemolinfa

Aproximadamente 15 minutos antes da coleta da hemolinfa as larvas eram
colocadas em placas de Petri sobre o gelo, para imobilizago. As larvas imobilizadas eram
mergulhadas em etanol 70% gelado para nova anti-sepsia e secas em papel toalha. As

larvas eram entdo decapitadas, e 5pl de sua hemolinfa era, coletada com o auxilio de uma

micropipeta.
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A hemolinfa coletada era diluida 5X em uma solugfio de anti-coagulante de inseto
composta de NaOH, 0,392g; NaCl, 0,853g; EDTA, 0,632g; 4cido citrico, 1,206g e agua

para completar 100ml de solugéo (Chalk & Suliaman 1998).

3.7 Quantificacdo de Hemocitos

Imediatamente apds a coleta, a hemolinfa diluida em solugdio de anti-coagulante era
colocada em camara de Neubauer para contagem. A quantificacdo de hemécitos livres e
microagregados por volume de hemolinfa coletada foi realizada sob microscdpio 6ptico em
aumento de 100X.

Os microagregados foram divididos em dois grupos de tamanhos diferentes; foram
considerados microagregados grandes aquele em que, ao microscopio, apresentava mais de
dez células aparentes, e microagregados pequenos aqueles que apresentavam entre 3 e 9
células visiveis. Células isoladas ou agregadas em duplas eram consideradas hemdcitos

livres.

3.8 Analise dos Dados

As analises estatisticas e os graficos foram feitos utilizando o programa BioStat
2007'. As diferencas entre tratamentos foram consideradas significativas quando

apresentaram probabilidade do erro do tipo I, a, inferior 0,05.

' AnalystSoft, BioStat - statistical analysis program. Versio 2007. Ver
http://www.analystsoft.com.
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3.9 Simulag¢des

Os graficos e as simulagdes do modelo da dindmica de hemécitos foram feitos no

programa MATLAB 5.3.
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4 Resultados

A contagem de hemdcitos foi realizada em 244 larvas divididas nos quatro
tratamentos: inoculadas com bactérias Gram-positivas (Micrococcus luteus), inoculadas
com bactérias Gram-negativas (Escherichia coli), inoculadas com leveduras
(Saccharomyces cerevisae) e controle (larvas ndo inoculadas). Em cada larva foram
quantificados os hemocitos livres e os microagregados.

A anélise da varidncia (ANOVA) aplicada as contagens de hemdcitos indicou
diferenca significativa entre as médias dos tratamentos, com um p-valor menor do que
0,0001. O teste de comparagdes miltiplas entre os tratamentos, com corregdo para o
nimero de tratamentos (Teste Bonferroni para diferenca entre as médias) indicou
diferengas significativas entre o controle e as larvas inoculadas com Micrococcus luteus,
Escherichia coli e Saccharomyces cerevisae. Entretanto o mesmo teste ndo apontou
diferenga significativa entre os tratamentos de larvas inoculadas.

As médias e desvios padriio das contagens de hemocitos livres para cada tratamento
estdo apresentadas na Tabela I. Observa-se que as contagens de hemocitos para os
diferentes inéculos diferem, porem devido a grande variabilidade dos dados os testes

estatisticos ndo detectaram essa diferenca.
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Tabela 1. Média e desvio padrio de hemocitos/ul de hemolinfa de
Chrysomya  megacephala apbés inoculagdo com  diferentes
microorganismos.

Hemocitos Controle* Gram+ Gram—  Levedura

Média 1517,563  2570,909 2426,442 3555,388

Desvio Padrdo 1111,613  1586,056 1915,852 2971,65

* - controle: hemocitos de insetos ndo inoculados; Gram +: hemacitos
de insetos inoculados com Micrococcus luteus; Gram — : hemécitos de
insetos inoculados com Escherichia coli; e levedura: hemdcitos de
insetos inoculados com Saccharomyces cerevisae.

Na quantificagdo de microagregados encontramos uma relagdo semelhante a dos
hemécitos livres. Na andlise estatistica dos dados foram empregados os mesmos testes
usados para hemdcitos livres. A analise da variancia indicou diferenga entre os tratamentos
com p< 0,0001. As comparagdes multiplas com corre¢do Bonferroni indicaram um
aumento significativo no nimero médio de microagregados nas larvas inoculadas em
relagdo ao controle. Mas, assim como para hemdcitos livres, os testes ndo apontam
distingdes entre as contagens médias para larvas inoculadas com os diferentes
microorganismos.

A Tabela I apresenta as médias e os desvios padrio das quantificagdes de

microagregados para os diferentes tratamentos.
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Tabela II. Média e desvio padrio de microagregados/ul de hemolinfa
de Chrysomya megacephala apés inoculagio com diferentes
microorganismos,

Microagregados  Controle* Gram+ Gram- Levedura

Média 206,4873  556,1364 513,4615 554,9569

Desvio Padrdo 214,1514 4289567 378,4874 450,7969

* - controle: hemécitos de insetos nio inoculados; Gram +; hemécitos
de insetos inoculados com Micrococcus luteus; Gram — : hemécitos de
insetos inoculados com Escherichia coli; e levedura: hemocitos de
insetos inoculados com Saccharomyces cerevisae.

Uma vez observado tanto o niimero de hemdcitos quanto o numero de
microagregados aumenta apds a inoculagio de microorganismos, cabe perguntar o que
acontece com a relagfio entre essas grandezas. Para isso, foi analisada a razio hemécitos

livres / microagregados, cujos valores médios estio apresentados na Figura 1.
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Figura 1. Valores médios para a razdo entre hemécitos e microagregados em Chrysomya
megacephala apés inoculagdo com diferentes microorganismos.

Para analisar estatisticamente essas grandezas foi necessario fazer uma
transformagéo logaritmica nos dados para obter normalidade. A ANOVA indicou diferenga
entre os fratamentos com probabilidade de erro de 0,0005. Ja os testes de comparagoes
miltiplas apontaram redugdo significativa da proporgdo hemdcitos / microagregados nos
insetos inoculados em relagdo aos controles. Além disso, esses testes indicaram que esta
razdo difere entre os insetos inoculados com Escherichia coli e com Saccharomyces
cerevisae. Nas outras duas comparagdes os testes ndo demonstram diferengas significativas,
porém vale ressaltar que o p-valor da comparagio entre os tratamentos com Escherichia

coli e Micrococcus luteus é 0,057.
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Nos dados analisados acima os microagregados foram avaliados igualmente, sem
levar em consideragdo o seu tamanho, todos os agregados celulares com trés ou mais
células foram contabilizados como microagregados. Entretanto, eles possuem uma ampla
variagdo de tamanho. Para se avaliar essa variag8o, em 139 das larvas analisadas foi feita
uma diferenciagdo entre microagregados pequenos, com até 10 células, e grandes, com
mais de 10 células. A Tabela III apresenta as médias e os desvios padrdo para cada

tratamento da razdo entre hemdcitos grandes ¢ pequenos.

Tabela IIl. Média e desvio padrdo da razdo entre microagregados
grandes e pequenos/pl de hemolinfa de Chrysomya megacephala apés
inoculagdo com diferentes microorganismos.

Controle* Gram+ Gram-  Levedura

Média 0,11986 0,063235 0,119516 0,084414

Desvio Padréo 0,336053  0,088193 0,122834 0,124123

* - controle: hemécitos de insetos nio inoculados; Gram +:; hemécitos
de insetos inoculados com Micrococcus luteus; Gram - ;: hemocitos de
insetos inoculados com Escherichia coli; e levedura: hemécitos de
insetos inoculados com Saccharomyces cerevisae.

Os testes estatisticos nfio apontaram diferengas significativas entre os tratamentos
quanto a relagfio entre o tamanho dos agregados. Também nio foi encontrada correlagdo
entre a razdo microagregados grandes / microagregados pequenos e o numero total de
microagregados de cada larva. Com base nesses resultados. poderia-se dizer que o tamanho
dos microagregados ndo ¢ afetado pela infecgdo, ou entdo que os dados coletados nesse

trabalho ndo permitem conclusdes acerca da dindmica do tamanho desses agregados.
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5 Modelagem

5.1 Introducéo as Equacdes Diferenciais

Uma equagdo diferencial € uma expressdo matematica que descreve relagdes entre
taxas de variagdo, ou seja, derivadas. Essas relagdes podem surgir de forma natural a partir
de problemas reais, como por exemplo: “a velocidade do carro ¢ 80km/h”.
Equivalentemente, podemos dizer que a taxa de variagdo (derivada) da posig¢do do carro é

80km/h.

£=f=80 (1)

Nessa expressdo x representa a posi¢do do veiculo e x representa a derivada de x em
relagdo ao tempo.

Freqlientemente, quando temos uma equagdo diferencial, queremos obter
informagdes mais diretas sobre a varidavel dependente da equacdo, no caso, a posigdo do
carro (x ) em fungdo do tempo. Para isso, precisamos encontrar uma expressao para x que
satisfaga a equagdo (uma solugéo).

Um exemplo de solug@o para a equagdo (1) é x =80s. Essa expressdo nos da a
posi¢do do carro em fung¢do do tempo. No instante t=1 o carro estd na posi¢do 80 e no
instante t=10 o carro estd na posi¢do 800. Mas essa nﬁo ¢ a unica solug@o para este
problema, pois se no tempo t=0 o carro estiver na posi¢io 1, entdo no tempo t=1 ele estard

na posigdo 81. Portanto, a expressdao x =1+ 80 também € solugdo desta equagdo.
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De fato toda expresséo do tipo

x=C+80t, )

em que C ¢ uma constante qualquer, ¢ solugéio para a equagéio (1). A expressdo (2) ¢ dita

solugdo geral da equagfo, ela ndo descreve apenas uma trajetoria, mas infinitas — uma para

cada valor de C. A figura 2 mostra diferentes solugGes para (1).

jugeen

Figura 2: Nove diferentes solugdes para a equacdo diferencial X =80 .

Por outro lado, se sabemos que a posigdo inicial do carro € 10, entdo € possivel
prever com exatiddo onde ele estard no instante t=1, pois nesse caso ele obedece a equagéo
x=10+807 . Essa expresséo recebe o nome de solugdo particular, e descreve apenas uma
trajetéria no tempo. Ela € definida pela equagdo diferencial ¢ uma condigéo inicial.

Note que a varidvel t (tempo) ndo aparece explicitamente na equagdo diferencial 1,
mas aparece na solu¢do. Equagdes diferenciais em que a variavel independente (o tempo)
nfo aparece explicitamente sdo chamadas de equagdes diferenciais auténomas.

Um outro exemplo de equagdo diferencial auténoma €
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% =ax (3)
em que a é uma constante qualquer. Esta € a equagfo do crescimento exponencial, ela diz

que a variagdo de x é proporcional a ax, ou seja, quanto maior for x mais rapido ele

aumenta. A soluc¢io geral desta equagéo é dada por

x=Ce" 4)

em que a constante C € a condi¢#o inicial, ja que quando t=0 temos que x=C. A figura 3

apresenta o grafico de algumas solugdes particulares para essa equagdo.

Figura 3: Grafico de diversas solugdes de (3). Parametro a=0,5 e condigdo inicial C=1, 2, 5, 10, 20,
50 ¢ 100.
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Quando diferentes varidveis tém interferéncia matua em suas taxas de variagdo

temos um sistema de equagdes diferenciais. Um exemplo € o sistema

X =ax—bxy

y=cxy—dy

)

que descreve as interagdes entre as varidveis x e y.

Este sistema ¢ conhecido como modelo Lotka-Volterra para interagdes entre presas

x e predadores y, e pode apresentar uma variedade de comportamentos, dependendo dos

valores dos parametros a,b,c.d (Britton 2005). A figura 4 apresenta um dos possiveis

comportamentos do sistema.
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Figura 4: Grafico de simulagéo do sistema Lotka-Volterra (5). Linha verde corresponde a x ¢
linha azul corresponde a y . Pardmetros do sistema: a=1; b=1.5; ¢=1; d=1. Condigdes iniciais:

x=10, y=46.

Sistemas de equagdes diferenciais em que as varidveis dependentes ndo sdo

multiplicadas por elas mesmas sdio chamados de sistemas lineares. As equagdes do
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modelo Lotka-Volterra (5) sdo um exemplo de sistema ndo linear de equagdes
diferenciais.

Os comportamentos exibidos pelas equagdes resolvidas neste capitulo sio bastante
gerais. Por exemplo, quando aparece, em uma equagéio diferencial, um termo constante,
ele geralmente se refere a um processo linear (ver equagio (1)). Da mesma forma,
termos do tipo ax sdo referentes a processos com dindmica exponencial (ver equagio
(2)). Termos do tipo axy , como os que aparecem no sistema (5), representam processos

que sdo proporcionais as quantidades de x ede y.

Cabe observar que nem todas as equagdes diferenciais podem ser resolvidas
analiticamente, e nem sempre € possivel encontrar uma expresséo geral da solugio nos
formatos de (2) e (4). Em muitos casos € necessario recorrer a métodos numéricos de

simulagdo para conhecer a dindmica descrita por certas equagdes diferenciais.

5.2 Um Modelo para a Dindmica de Hemacitos em Resposta a Infec¢des

Considerando as interagdes celulares que ocorrem entre hemdcitos e

microorganismos durante uma infecgdo em Diptera, foi elaborado um modelo matematico

que descreve a reagdo imune do inseto. Como o foco deste trabalho é a dindmica de

agregagdo celular, considera-se apenas a a¢do dos microagregados no combate 2 infecgdo.

O modelo matematico consiste em um sistema ndo linear de equagdes diferenciais

ordindrias , a exemplo de diversos modelos consagrados de fendmenos biolégicos. Eles sdo

adequados para descrever interages entre entidades diferentes. Um exemplo é o modelo

Lotka-Volterra, criado em 1926, que descreve as interagdes entre uma populagdo de

predadores e uma populagéo de presas, e ¢ um dos mais conhecidos modelos de ecologia de

3R



populagdes, apresentando comportamentos oscilatérios (Murray 1993). Modelos que
utilizam sistemas ndo lineares de equagdes diferenciais também estdo presentes em
epidemiologia, representando interagdes entre grupos de pessoas com diferentes
suscetibilidades a2 doen¢a, como os modelos SI, SIR e SIRI epidemics (Britton 2005).
Nowak (2006) utiliza 0 mesmo tipo de equagdes para modelar as interagdes entre virus e
hospedeiro em uma infecg¢éo por HIV.

Os seguintes pressupostos serviram de base para a construgdo do modelo para a
dindmica de hemocitos. A populagdo de hemécitos foi dividida em trés sub-populagdes: os
hemocitos periféricos (X), os hemocitos circulantes (Y), e os hemdcitos em microagregados
(Z). Os hemdcitos periféricos (X) sio todos aqueles que estdo nos tecidos do inseto ou
aderidos a parede da hemocele; neste modelo estas células ndo participam diretamente da
resposta imune. Os hemécitos periféricos podem ser mobilizados para a hemolinfa,
transformando-se em hemocitos circulantes. Os hemdcitos circulantes (Y) sdo aqueles que
estdo na hemolinfa, isolados de outras células; assumimos que eles também nio tém agdo
direta sobre o agente infeccioso. Estas células, quando estimuladas podem sofrer agregagéo.
Sd0 os hemocitos em microagregados (Z) os efetores da resposta imune. Os
microagregados possuem um numero variado de hemdcitos, € matam microorganismos
aprisionando-os em uma matriz extracelular. Por simplicidade, o modelo considera apenas
as trocas de classes descritas nesse pardgrafo - de hemocito periférico (X) para circulante
(Y); e de hemdcito circulante (Z) para hemécito em microagregado (Z). Neste modelo, ndo
¢ feita distingdo entre os tipos de hemdcitos (pré-hémécitos, plasmatdcitos, células

granulares, oledcitos e esferuldcitos).
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Como o objetivo € descrever a interagdo dos hemocitos com o microorganismo
invasor durante uma infecgdo, as varidveis do modelo sdio as trés sub-populagdes de
hemdcitos apresentadas acima (X, Y e Z) e a populagdo do microorganismo (A). A cada
uma das varidveis corresponde uma equagio diferencial representando a variagdo da

populagdo no tempo.

X =a-bAX -d X
Y = pa+bAX — gAY -dY
Z=gAY -d,Z (6)
A=IA-cAZ

Cada termo desse sistema representa um fendmeno que supomos acontecer na
resposta imune celular de insetos. A seguir serd apresentada uma interpretagdo dessas
equagdes.

Assume-se que as células periféricas (X) sfo produzidas em uma taxa constante a,
a partir de uma linhagem produtora de células semelhantes a células tronco; e tem sua taxa
de mortalidade d,. As células da sub-populagdo X podem deixar os tecidos e migrar para a
hemolinfa na presenga de citocinas induzidas pela infeccdo, essa mobilizagio €
proporcional ao tamanho da populagdo X e a quantidade de microorganismo A. O
parametro b corresponde a eficiéncia desse processo.

Quanto aos hemocitos circulantes (Y), considera-se que eles s@o produzidos da

mesma forma que X, porém em uma propor¢éo ( p ) menor, € a sua taxa de mortalidade
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(d,) é igual & dos hemécitos da periferia. A populagdo Y pode aumentar sempre que algum
hemécito deixa a periferia em fung@io de uma infecgdo, por isso aparece o termo +bAX na
equagio de Y. Em contrapartida, a presenga de microorganismos (A) pode induzir a
agregacdo celular, esse processo € proporcional as populagdes de Y e de A, e tem eficiéncia
g. Sempre que uma célula da hemolinfa se integra a um microagregado considera-se que
ela deixa a populag@o Y e passa a participar de Z.

Em relagdo as células em microagregados (Z), assume-se que elas sejam formadas
sempre de hemdcitos circulantes (Y), e apenas em resposta a um agente infeccioso (A),

com eficiéncia g. Os microagregados também tém sua taxa natural de retirada d,.

Permite-se que ela seja diferente da taxa de mortalidade dos outros hemdcitos, por acreditar
que os agregados permaneg¢am mais tempo na hemolinfa.

Os microorganismos se reproduzem de forma diferente dos hemdcitos, apresentando
crescimento exponencial, uma vez que eles ndo sdo gerados por células tronco, pois todas
as c€lulas mantém capacidade de se reproduzir. Portanto o parametro / que aparece na
equacio de A representa o pardmetro de crescimento maltusiano, ou seja, a diferenca entre
os pardmetros exponenciais de crescimento e mortalidade. Da intera¢do com o sistema
imune do inseto surge o termo —cAZ , que ¢ interpretado como a a¢do dos microagregados
na redugdo da populag¢do do microorganismo.

A figura 5 esquematiza as relagdes entre as populagdes descritas pelas equacdes do

modelo.
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Esquema da Dinamica de Hemaocitos frente a uma Infeccéo

a pa |

X
& g
e
-0 =
d lch lcz

Figura 5: Representagdo esquematica das interagdes descritas no modelo da dindmica de hemdcitos.
A representa a populagdo de microorganismo, Z a de hemdcitos em microagregados, Y a populagdo
de hemdcitos circulantes ¢ X a populagiio de heméeitos periféricos. a, p, b, g, d;, dz, 1 e ¢ sdo os
pardmetros do modelo.

A

—p
gA

Cabe destacar que o modelo apresentado nessa sessdo tem diversas simplificagdes.
Ele foi criado com o objetivo de descrever apenas um aspecto da resposta celular dos
insetos, a agregagfio. Por essa razdo, apenas os microagregados tém agfio na redugiio da
populagdo microbiana. Além disso, o modelo ndo considera a possibilidade de retorno dos
hemocitos a populagéo periférica. Esse fator pode ser importante no retorno das populagdes
a condigdes de equilibrio apds o combate a infecgdo, entretanto, como nosso interesse nesse
trabalho se restringe ao desfecho da infecgéio e o tipo de resposta dada pela larva, ndo nos
preocupamos com 0 que ocorre na seqiiéncia. Além disso, como os experimentos com as
larvas ocorrem tradicionalmente no estagio L3, o tempo remanescente antes da empupagéo

€ pequeno.
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5.3 Alguns Resultados

Nessa segéo serdo apresentados alguns resultados derivados do modelo da dindmica
de hemocitos. Esses resultados tém significado biolégico claro, e, portanto, tém um

importante papel na avaliagdo da adequacio do modelo.

5.3.1 Pontos Singulares

Em equagdes diferenciais pontos singulares ou pontos estacionarios sdo condigfes
em que ndo ocorrem modificagdes no sistema. Se as condigdes iniciais do sistema sdo um
ponto singular, entdo ele permanecera indefinidamente constante. Portanto, essas condigdes
equivalem as solugdes constantes do sistema.

Na pratica, para encontrar um ponto singular basta encontrar um ponto em que todas
as derivadas do sistema sdo nulas, pois nesse ponto todas as taxas de variagio sdo zero.
Dessa forma, no modelo da dindmica de hemécitos deste trabalho, encontrar os pontos

singulares corresponde a resolver o seguinte sistema;

2

0=a-bAX -d X
0=pa+bAX — gAY -dY
| 0=gavr-d,z )
0=I/4—cAZ

Este sistema algébrico € de simples resolugdo por substitui¢do de varidveis. Olhando para a

ultima equagdo percebe-se que A(/—c¢Z)=0, portanto temos que 4=0, ou Z=/.
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Explorando o primeiro caso, percebe-se que E, =(X,,Y,,Z,,4,) é um ponto de

equilibrio, em que

a
Xy=— Z,=0
0 d 0
®)
pa
Y ="— =0
=5

Este ponto singular tem um significado biolégico importante, ele corresponde ao
equilibrio do sistema imune do inseto na auséncia de infecgo. As populagdes de hemdcitos
periféricos e hemdcitos circulantes encontram se em seus pontos de equilibrio naturais,
correspondentes & razdo entre taxas de natalidade e mortalidade, e ndo héa presenga de
microorganismos nem de microagregados.

A auséncia de microagregados no equilibrio natural do sistema, embora contradiga
dados experimentais, € resultado esperado deste modelo, pois assumimos que os agregados
celulares s6 se formam em resposta a microorganismos.

O ponto singular Eg é um ponto de equilibrio estavel. Isto significa que, além de
todo ponto que iniciar em Eq permanecer em E, indefinidamente, se o sistema tiver uma
condi¢do inicial suficientemente proxima de Eq com o tempo o sistema tenderd a E,.
Equivalentemente podemos dizer que se o sistema que estiver em Eq sofrer uma pequena
perturbagdo, com o tempo cle retornara a Eg. A regifio préxima ao ponto singular, onde esse
fendmeno ocorre é denominada bacia de atragdo.

O fato de Eg ser um equilibrio estavel tem interessantes interpretagdes biologicas.

Por exemplo, se o inseto sofrer uma lesdo em que perca hemolinfa (e junto alguns
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hemécitos) com o tempo as populagdes de hemdcitos retornardo as condigdes de equilibrio;
este evento corresponde a uma perturbagdo em que Y € diminuido, mas com o tempo
retorna a seu valor original. Outro exemplo interessante é o que ocorre nas infecgdes que
sdo controladas pelo sistema imune em que uma pequena populagdo inicial de
microorganismos causa uma alteragdo nas varidveis do sistema. Apds algum tempo, quando
a infecgdo € controlada, as populagdes de microagregados e microorganismos retornam ao
zero e o sistema volta ao equilibrio E,.

Ainda resta explorar o segundo caso em que z= % . Trabalhando com o sistema

resultante de substituir esta expressdo na terceira equagdo de (7) obtém-se uma equagdo de

segundo grau para A. A solugdo desta equagdo para A é

2 2
( pa— bkt d,ang 1 [ d,pa- bdd,l d,d,i] , 4 didy] [ bpa+ ba- ba']fj
cg (o cg c gc c 9
e bd,]
2[bpa +ba- —‘]
c

de forma que temos dois diferentes resultados para A. Substituindo estes valores de A em

X moe

(d, +b4)
¥ = d,l
geAd

(10)

obtemos os outros dois pontos singulares E; € E,.
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5.3.2 Populacdes niio Negativas

Como em situagdes bioldgicas ¢ impossivel encontrar populagdes com um niimero
negativo de integrantes, € interessante verificar se o sistema admite essas populagdes. Para
averiguar esse caso, impde se a condicéo técnica de que d,=d, para simplificar os célculos,
¢ assume-se que as populagdes iniciais ( X(t=0), Y(t=0), Z(t=0), A(t=0) ) sfo todas nio
negativas.

Olhando para a equagado das variagoes de X,

X=a-bAX -dX =a—-(d +bA)X,

percebemos que quando X(t)=0 a derivada X =a>0. Isso significa que em qualquer
momento que a populagio de X atinja o zero ela terd derivada positiva, ¢ portanto
aumentard. Dessa forma X sempre serd maior ou igual a zero, pois como a dinimica é
continua, ¢ impossivel que X fique negativo sem passar pelo ponto X=0.

Olhando para a tltima equagdo

A=ld-cAZ = A(l - c2)

percebemos que quando A=0 a derivada de A se anula. Dessa forma, uma vez que a

populagio de A atinja o zero ela ser extinta, mas nunca assumira valores negativos.

? Essa andlise ¢ valida pelo fato de as equagdes das derivadas das populagdes independerem do tempo. Isso
significa que em qualquer momento em que X=0 sua derivada ¢ a. O mesmo fato ¢ utilizado paraas Y, Z, e
A.
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Uma anélise semelhante pode ser feita em relagéo a equagdo de ¥, aderivadade Y

no ponto Y(t)=0 é

Y = pa+bAX .

Note que pa+b4X >0, pois A e X sdo ndo negativos e os pardmetros do modelo, por

hipétese, também sdo. Portanto, se a populagéo inicial de Y for nio negativa, Y serd sempre
ndo negativo.

Resta ainda olhar para a terceira equagfo, que governa os microagregados,

Z=gAY-dZ.

Quando Z=0 temos que Z = gAY, mas como ja vimos que A>0 e ¥ >0, temos que
g4Y 20 sempre. Portanto a populagdo de microagregados também nunca pode ser

negativa.
Estes resultados tém um efeito de corroboragdo ao modelo, pois indicam que se
escolhermos condigdes iniciais “naturais” (populagdes ndo negativas) o modelo ndo nos

levara a condigbes que néo sdo “naturais”.

5.3.3 O Equilibrio da Popula¢do Total de Hemécitos.

O modelo da dindmica de hemdcitos desse trabalho possui uma propriedade

interessante em relagdo & populagdo total de hemdcitos do inseto. Para verificar isso
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devemos observar as trés primeiras equagdes do sistema, correspondentes as equagdes das

sub-populagdes de hemdcitos. Assumindo que d=d;=d, e somando as trés equagdes

obtemos

X =a-bAX -dX
Y = pa+bAX - gAY —dY
+ Z=gAY -dZ
X+Y+Z=a(l+p)-d(X +Y +2)

Se W= X+Y+Z for a populagdo total de hemécitos, obtemos a seguinte equagdo diferencial

para a variagdo de W no tempo

W =a(l+ p)—dw . (11)

Note que W 23(1;-_}72 € um ponto singular dessa equac#o, pois a derivada de W

; 1 a(l+ a a :
nesse ponto € zero. Note também que _(7;?_) = 5 + p—, ou seja, a soma dos valores de X,

Y ¢ Z no ponto singular Eq (segfo 5.3.1) corresponde ao ponto singular da equagéo do total

de hemocitos W.

A equagdo (11) possui solugdo analitica dada por

W =“—(‘;—P1+[W(o)*~——““; *")Je-"*. (12)
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Nessa expressdo W(0) corresponde a condigfo inicial da equago. A solugdo da equagdo €

uma fun¢fo que inicia no ponto W(0) quando t=0, e tem decaimento exponencial para o

ponto singular W = a_(l_;-_p_) . As figuras 6 e 7 apresentam graficos dessa fungéo nos casos

em que W(0) é maior e menor que o ponto singular, respectivamente.

Mumero de Hemdcitos

ap+ 1
"o M M 3 44 & O W 8 @ 0
Tempo

Figura 6: A linha inteira representa a fung@o (12) com a=2500, d=0.1, p=0.06 ¢ W(0)=40000, ¢ a
linha tracejada marca o valor do ponto singular ( @ =26518).
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Figura 7: A linha inteira representa a fungdo (12) com a=2500, d=0.1, p=0.06 ¢ W(0)=10000, e a

linha tracejada marca o valor do ponto singular (252 =26518).

Portanto, podemos concluir que na dindmica descrita pelo modelo existe uma
populagiio total de hemécitos de equilibrio. Independente de qual a populagdo inicial, com
o tempo, a soma das sub-populagdes de hemocitos tendera a esse equilibrio. Além disso, o

processo infeccioso ndo afeta a populago total dos hemdcitos, tendo influéncia apenas nas

propor¢des de cada sub-populagéo.

5.3.4 Uma Condiciio para o Crescimento Indeterminado do Microorganismo

Para descobrir quais as condigBes necessérias para que os hemdcitos do inseto néo
consigam controlar uma infecgdo deve-se olhar para a equagdo diferencial que representa a

variagio da populagio de microorganismos no tempo. Desta equagéio podemos tirar que

A>0<:>L>1
cZ
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Assumindo que d;=d, e que o sistema comega em (Xo, Yo, Zo, 1), que corresponde a uma

pequena perturbagdo em E,, equivalente ao inoculo do microorganismo, entio pode se

pa

++—. Portanto, se

e A . ~ a
mostrar como conseqiiéncia do resultado da se¢fo 5.3.3 que Z < T
1 1

__la
ca(l+ p)

entdo a derivada de 4 no tempo € sempre positiva, ou seja, a populagio de
microorganismos aumenta sempre, independente da agio dos hemdcitos do inseto. Em
certo sentido, R se aproxima da taxa reprodutiva basica Ro, um pardmetro importante da
epidemiologia.

Este pardmetro R ¢ um indicador da capacidade do microorganismo fugir ao
controle do inseto, ele € afetado por pardmetros chave do modelo. O pardmetro | indica a
taxa reprodutiva do microorganismo, portanto, se | for grande R também ¢é grande, € o
microorganismo tem maiores chances de escapar ao sistema imune. J4 o pardmetro ¢ é a

eficiéncia com que o sistema imune elimina os invasores, portanto quanto maior ¢, menor

(1+p)

; : X @ «
as chances de o microorganismo ter sucesso. A expressio representa a populagéo

total de hemdcitos no equilibrio, que neste modelo ndo € afetada pela infecg¢do. Quanto
maior a populagio de hemdcitos, maiores as chances de o sistema imune controlar a

infecgdo.

a pa
3 X{):Z’ },(}zg-, ZO=O

| 1
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5.4 Simulacdes

Simular o modelo da dindmica de hemdcitos neste momento se faz necessario para
verificar que tipos de comportamentos ele ¢ capaz de produzir. Na se¢do 5.3 foram
apresentadas algumas caracteristicas desse modelo, que serdo exploradas nas simulagdes.

Idealmente, 0 modelo deve ser capaz de reproduzir aquilo que ocorre na resposta
imune do inseto, mas para que isso acontega, os parametros certos devem ser encontrados.
Com esses parametros, que devem ser estimados a partir de dados experimentais, é possivel
verificar se o comportamento do modelo corresponde aquilo que se observa no inseto. Se o
modelo tiver um bom ajuste, ele pode ser usado para fazer previsdes sobre a resposta imune
do inseto.

Entretanto, com os dados obtidos na parte experimental deste trabalho ndo é
possivel ajustar os pardmetros do modelo, pois s6 dispomos das informagdes de hemdécitos
circulantes (Y) e de microagregados (X) em dois pontos no tempo. Considera-se que antes
da inoculagdo os hemocitos do inseto estejam em sua condi¢do de equilibrio, este ponto
corresponde aos dados do controle. O outro ponto que temos € duas horas apoés a
inoculagdo, quando se acredita que a resposta esteja proxima de seu auge. Assumimos
também que o nimero total de hemdcitos seja proximo da maior contagem obtida no
experimento.”

Como um ajuste melhor ndo ¢ possivel, nos limitamos a simular o modelo em busca
de respostas (comportamentos) qualitativas, sem, no entanto desprezar as informagdes

quantitativas de que dispomos.

* Contagem obtida em uma larva muito préxima da empupagdo, quando ocorre reestruturagio total dos
tecidos. Assumimos que nesse momento quase todos os hemdcitos estdo na hemolinfa.
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A primeira simulagdo corresponde ao caso comentado na se¢do 5.3.1 quando o
inseto sofre uma lesdo, perdendo hemolinfa e junto alguns hemocitos circulantes.’
Suponhamos que o inseto perca 20% da hemolinfa, entdo a condigdo inicial para a
simulaggio é (Xo, 0,8Y0, Zo, Ag). A figura 8 representa o resultado desta simulagéo para a
populagdo Y, a tnica que sofre variagdo. Pode se observar que, ap6s algum tempo, a

populag@o Y retorna ao seu valor de equilibrio.

Fhiamero de céhilas
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Figura 8: Simulagdo do modelo da dindmica de hemdcitos. A linha inteira corresponde a populagéo
de Y e a linha tracejada representa o valor de equilibrio Y= 1518. Os pardmetros da simulagio sdo
a=25000; d1=1; d2=1; p=0.06; I=100; c=0.05; b=0.007; g=0.06; e a condigéo inicial é X=25000,
Y=1214, 7Z=0, A=0.

Para as simulagdes de infec¢des, consideramos as informagdes obtidas do
tratamento controle como a situagdo do inseto antes da inoculagdo. Entdo, quando

inoculamos o microorganismo, h4 uma pequena perturbagfio, de forma que a condigdo

inicial seja (Xo, Yo, Zo, 10).

3 N#o ha perda de microagregados, pois no estado de equilibrio Eq a populagio de microagregados Z=0.
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Inicialmente procuramos simular as condi¢des ocorridas no experimento de
inoculag¢@io, em que uma pequena carga de microorganismos desencadeia uma resposta em
que ha aumento tanto do niimero de hemécitos livres quanto de microagregados. Para que
isto ocorra, ha uma redugdo no nimero de hemocitos periféricos. Esta simulagdo esta
representada na figura 9, e os parAmetros do modelo foram escolhidos de forma que picos
das populacdes de hemécitos livres e microagregados se aproximassem dos valores

encontrados nos experimentos.

A) B)

%‘f
-

Nimero de céhilas
Nimero de céhalas

Tempo Tempo

— Hemécitos Perifinicos

— Hemécitos Circulantes

— Hemdéeitos em Microagregados
% i

Figura 9: Simulagdo do modelo da dindmica de hemdcitos.Figura B em escala ampliada. Os
parametros da simulagdo sdo a=2500; d1=0.1; d2=0.1; p=0.06; 1=100; c=0.07; b=0.007; g=0.06; e a
condigdo inicial € X=25000, Y=1518, Z=0, A=10.
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Embora nfio fique claro no grifico (figura 9) devido a escala de tempo, apds
atingidos os valores méaximos de resposta e eliminado o microorganismo, as populagdes de
hemocitos livre e microagregados diminuem, aproximando-se dos valores do equilibrio Eq.
Esta redugdo dos hemocitos livres e microagregados ¢ dependente dos parametros de

reposi¢do de hemocitos (a, p,d,ed,) ¢ portanto sua velocidade ¢ dada por esses

pardmetros. Entretanto, como o tempo de vida da larva no estadio L3 € relativamente curto,
e ndo dispomos de informagdes suficientes sobre o periodo pés resposta celular, o foco do
trabalho ¢ somente a resposta inicial.

Na simulacdo seguinte, ¢ considerado o caso em que os microagregados tém uma
acdo menos efetiva na elimina¢do do microorganismo invasor. Isso corresponde a uma
redugdo no parametro ¢, que na simulac¢do anterior valia 0.07 e nesta vale 0.004. A figura

10 € a representagdo gréafica desta simulagéo.

Heméci:os Penfincos
Hemodeitos Circulantes
Hembeitos em Microagregados

. | b

Hamero de células

i i A
0 005 01 O 02 025 03 035 04 OB 05

Tempo

Figura 10: Simulagdo do modelo da dindmica de hemdcitos. Os pardmetros da simulag¢do sdo a=25;
d1=0.001; d2=0.001; p=0.06; 1=100; c=0.004; b=0.007; g=0.06; e a condigdo inicial & X=25000,
Y=1518 Z=0, A=1,
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Observe que neste caso € necessario que quase todos os hemocitos se mobilizem para a
agregacdo para que a infecglo possa ser controlada. Inicialmente, como a populagdo de
agregados é pequena o microorganismo se multiplica, entretanto, com o aumento do
nimero de agregados a infec¢éio € controlada. Ap0s o controle da infecgdo as populagdes de
hemocitos tendem a voltar para os valores de equilibrio.

Na figura 10 a redugdo do pardmetro de eficiéncia na eliminagdo dos
microorganismos (c) foi insuficiente para que a resposta imune ndo fosse efetiva. Isso €
consoante com o fato de que o parametro R, apresentado na se¢do 5.3.4, vale 0.94 nesta
simulagdo e, portanto é menor que um.’

Ja na figuras 11 € apresentada uma simulag@o em que a reduc¢do no pardmetro de
eficiéncia da elimina¢do do microorganismo ¢ suficiente para que os hemécitos ndo
consigam conter a infec¢do. Nesta simulacdo o valor de R = 3,77 > 1, e de forma

condizente a popula¢do de microorganismos tem crescimento indeterminado.

(14 | -
J
(F3 e
o — Hemdcros Penfincos
-g ] = Heméeitos Circulantes
§ s} A = Hemdeitos em Microagregados
2 i

" | i Microorgarusmo

A

o ooz 004+ Cos ooe o 0.12 C.l+

Tempo

Figura 11: Simulag@o do modelo da dindmica de hemécitos. Os parametros da simulagdo sdo a=25;
d1=0.001; d2=0.001; p=0.06; 1=100; c=0.001; b=0.007; g=0.06; e a condigdo inicial € X=25000,
Y=1518, Z=0, A=1.

® Mostramos na se¢d0 3.3.4 que quando g— _ /4 | o sistema imune ndo consegue controlar o
ca(l + p)

crescimento do microorganismo.
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6 Discussdo

Em Chrysomya megacephala, as concentragdes de hemocitos e agregados celulares
na hemolinfa sdo claramente afetadas pela inoculagdo de microorganismos. Diversos
autores (Faraldo & Lello 2003; Kim & Kim 2005; Gillespie et. al. 1997) destacam o papel
dessas células na defesa dos insetos contra agentes estranhos que penetram na hemolinfa,
como microorganismos, parasitas helminticos e substdncias abidticas. Alem disso, o
aumento de microagregados na hemolinfa apds a infecgio esta de acordo com a hipdtese de

um papel ativo da agregag¢do celular na resposta de defesa em insetos.

6.1 Diferencas Entre os Tratamentos

Os hemocitos podem responder de forma diversa a diferentes organismos,
entretanto, nesse trabalho, as diferencas entre os valores médios de contagens celulares na
hemolinfa em larvas submetidas 2 inoculagdo por microorganismos diferentes ndo foram
consideradas significativas. A alta variabilidade encontrada nos tratamentos dificulta
conclusdes acerca das diferengas entre respostas a organismos diferentes. Diferengas
significativas entre tratamentos com inoculagdo s6 foram encontradas na razdo entre
hemdcitos livres e microagregados.

Em Escherichia coli a razdo entre contagens de hemocitos livres e microagregados
foi considerada significativamente inferior & de Saccharomyces cerevisae, e, com
probabilidade de erro de 5,7% , inferior a de Micrococcus luteus. Esse resultado €
consoante com o fato de que, em drosofila, as respostas contra fungos e bactérias Gram

positivas sdo dependentes da via de sinalizagdo Toll. Ja as respostas contra infecgdes por
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bactérias Gram negativas s@o controladas pela via Imd (Kim & Kim 2005), levando a crer
que este mecanismo de ativag@o se mantenha conservado em Chrysomya.

Essa relagdo entre hemdcitos livre e microagregados pode ser tanto um indicativo de
diferentes velocidades de resposta quanto de diferentes prioridades entre os tipos de
resposta. No primeiro caso, altas contagens relativas de microagregados podem significar
um avangado processo de agregacdo em que uma grande proporgdo dos hemdcitos ja foi
mobilizada para se agregar, enquanto baixas contagens relativas indicariam etapas
anteriores desse processo. Desta forma, contagens feitas em tempos posteriores tenderiam a
apresentar valores relativos de microagregados diferentes. Por outro lado, assim como os
microagregados, os hemocitos livres tém papel importante no combate a infecgdes por meio
da fagocitose. Portanto, a razdo hemdcitos livres / microagregados pode ser um indicativo
da importéncia relativa entre as respostas por agregacido e por fagocitose na defesa do
inseto. Tanto o tipo prioritario quanto a velocidade da resposta de defesa devem ser
fortemente influenciados pela via de ativagéo.

Do ponto de vista do modelo proposto, diferengas da razdo hemocitos livres /
microagregados entre os tratamentos podem ser explicadas por variacdo dos parimetros de
mobilizagdo de células para a hemolinfa b e de agregagdo celular g. As figuras 12 e 13
apresentam simulagdes que demonstram o efeito desses pardmetros sobre as quantidades

relativas de microagregados e células circulantes.
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— Hemdeitos Circulantes
- Hemédeitos em Mieroagregados

Nimero de células

= Microorganismo

Tempo

Figura 12: Simulagdo do modelo da dindmica de hemdécitos. Os pardmetros da simulacédo sdo

X=25000, Y=1518 Z=0, A=10.
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Figura 13: Simulag@o do modelo da dindmica de hemdcitos. Os pardmetros da simulagdo sdo
a=2500; d1=0.1; d2=0.1; d3=0.1; p=0.06; 1=100; c=0.05; b=0.07; g=0.6 e a condi¢do inicial €
X=25000, Y=1518 Z=0, A=10.

Ainda considerando o modelo da dindmica de hemécitos, fatores como as taxas
reprodutivas dos microorganismos devem se considerados na andlise das diferentes
respostas. O pressuposto de que a intensidade da resposta € proporcional a quantidade do
agente infeccioso presente na hemolinfa implica que microorganismos de crescimento

rapido induzam respostas maiores do que microorganismos equivalentes de crescimento

mais lento. Apesar disso, ndo foi percebida diferenga significativa entre as respostas a
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bactérias e leveduras (que inclusive apresentaram médias maiores de hemocitos e
microagregados). Possivelmente, fatores como o reconhecimento de diferentes padres
moleculares (MAMPs) e variagdes nas vias de ativagdo da resposta atuem como
compensadores, de forma que as respostas finais, em termos da agregagdo e mobilizagio de

células para a hemolinfa, sejam semelhantes.

6.2 Alta Variabilidade nas Contagens

A alta variabilidade encontrada neste experimento ndo difere daquela encontrada em
experimentos semelhantes (Silva et al. 2002; Silva 2005). Em estudos de quantificagcdo de
hemécitos, freqlientemente, as variancias sdo muito altas, de forma que se tornam
necessarias amostras grandes como as desse trabalho.

Possiveis razdes para essa variabilidade s3o etapas do experimento ou condigdes de
criagdo dos insetos mal controladas e auséncia de padronizagdo em pontos chaves do
experimento, como quantificagdo adequada do nimero de bactérias no indculo. Essa
variabilidade ainda pode ser resultado de diferengas naturais entre os individuos (ainda que
eles sejam fruto de diversas geracGes de endocruzamentos) ou causada por mecanismos
préprios da resposta imune, ainda ndo completamente conhecidos.

Processos bioldgicos, como a resposta imune, sdo geradores naturais de
variabilidade. Essa variabilidade pode ser maior ou menor dependendo de caracteristicas do
processo, e pode ou ndo ter grande influéncia na dindmica do processo.

Uma possibilidade para explicar a variabilidade encontrada nos dados de estudos de

quantificagdo de hemdcitos seria assumir que flutuagdes aleatérias inerentes ao proprio
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processo tenham conseqiiéncias importantes no desfecho da resposta. [sso pode ser feito
através da modelagem por meio de um processo estocastico.
A figura 14 apresenta a comparagdo entre a curva de um modelo deterministico e

simulagdes do processo estocastico equivalente.

~— Smula 30 Estocéstica
= Apromimagio Determunistics

Humero de casos

Figura 14: Modelo estocastico para o nimero de animais infectados por febre aftosa. Regido em
vermelho representa o espectro de possiveis realizagdes do processo estocastico e a linha vermelha
representa sua média. A linha azul representa um modelo deterministico para 0 mesmo processo.
Retirado de May (2004).

O modelo apresentado nesse trabalho € deterministico e ndo considera flutuacdes
aleatérias do processo. Quando se trata de processos em que as entidades envolvidas estdo
em grande nimero, modelos deterministicos proporcionam boas aproximagdes, entretanto,
para processos governados pela intera¢do entre entidades raras muitas vezes as formulagdes
estocasticas sdo mais adequadas (Allen 2003).

Modelos deterministicos prevéem resultados com certeza, enquanto processos
estocasticos informam apenas as probabilidades de certos eventos acontecerem. Para um
modelo deterministico como o deste trabalho, dada uma condig&o inicial, existe apenas uma

possivel trajetoria para o sistema. Em compensagfo, para um processo estocastico, partindo
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da mesma condigdo inicial, uma dunica trajetéria do modelo ndo descreve todo o
comportamento do sistema, de forma que se faz necessério o conhecimento da distribuigdo
da variavel.

Em modelos de populagdes, quando o tamanho populacional é suficientemente
grande, normalmente sdo utilizados métodos deterministicos, que sdo mais simples, e
geralmente oferecem conclusdes mais gerais. Entretanto, quando o tamanho da populagéo é
pequeno, € possivel que ocorra extingdo, e nesse caso uma formulago estocéstica é mais
realista (Allen 2003).

Em alguns casos o modelo deterministico e seu equivalente estocéstico podem
prever resultados diferentes. Por exemplo, no caso do crescimento logistico, no longo prazo
a populagio tende para um valor de equilibrio correspondente a capacidade de suporte do
meio em que ela se encontra; ja no equivalente estocéstico, com 100% de probabilidade a

populagéo sera extinta em algum momento (Allen 2003).

6.3 Microagregados no Tratamento Controle

No tratamento controle foram encontrados microagregados, ainda que em contagem
menor do que nos tratamentos com inoculagdo. Isso é um indicio da presenga permanente
desses agregados celulares nas larvas do estadio L3. Por outro lado, a anélise do modelo
proposto indica que o equilibrio natural do sistema, na auséncia de microorganismos,
corresponde a auséncia de microagregados e que pequenas perturbagdes nesse equilibrio
conduzem a dindmicas que retornam ao equilibrio. Ainda nas simulagées do modelo foram

apresentados exemplos dessas perturbagdes, que correspondem a infecgdes microbianas.
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Esses dois fatos, aparentemente contraditorios, se explicam se for considerado que
as larvas do experimento ndo sdo estéreis. Elas permanecem por alguns dias antes da
inoculagdo em um ambiente repleto de microorganismos (carne moida em estado de
decomposi¢do), de forma que € alta a probabilidade de que elas j4 tenham enfrentado
infecgdes anteriores. Como resultado dessas infecgdes ocorre o aumento dos agregados
celulares na hemolinfa, que persistem até o momento do experimento.

Uma lenta taxa de retirada dos agregados, aliada a infecgdes recorrentes e curto
tempo de vida da larva, pode explicar a presenga permanente dos microagregados, sem, no
entanto, invalidar o modelo.

Por outro lado, ¢ possivel que muitas das células dos microagregados encontradas
no controle estejam mortas, mas permanegam na circulagdo sem agdo antimicrobiana. Neste
caso, estas células ndo devem ser consideradas pelo modelo por ndo apresentar mais fungéo
de defesa.

Uma outra possibilidade para a presenga de microagregados na hemolinfa de
organismos ndo inoculados é a histoneogenese. A fase em que o experimento foi realizado
¢ pré-metamorfose, portanto a formagdo dos microagregados pode indicar o inicio do

processo de remodelagdo tecidual.

6.4 Simplificagdes do Modelo

Modelos matematicos que sdo biologicamente realistas, mas excessivamente
complexos para se tirar conclusdes, normalmente surgem da tentativa de incluir todas as

interagdes bioldgicas conhecidas, ao invés de tentar selecionar os fatores preponderantes
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para o fendmeno (Yates et al. 2001). Para evitar essas situagdes € necessario que algumas
simplificagdes sejam feitas, mas estas nio devem afetar de forma significativa o
comportamento do sistema.

Uma das simplificagdes feitas no modelo da dinidmica de hemdcitos foi
desconsiderar a possibilidade dos hemécitos trocarem de sub-populagdo (hemdcitos
periféricos X, hemdcitos circulantes Y ¢ hemdcitos em microagregados Z) a ndo ser que
essas trocas sejam induzidas pelo microorganismo. Segundo o modelo, as Ginicas trocas que
podem ser induzidas pelo agente infeccioso sdo de hemécito periférico para circulante e de
hemdcito circulante para microagregado.

Isso claramente néio corresponde a realidade, pois ndo existe divisdo rigida entre os
hemdcitos que estdio nos tecidos do inseto e os hemdcitos que circulam na hemolinfa.
Ambos pertencem a uma mesma populagdo e ora estdo nos tecidos, ora na hemolinfa. Mas,
assumindo uma homogeneidade na populagdo de hemdcitos, esse fator ndo influencia a
dindmica imediatamente apds a infecgdo, pois ndo estamos interessados no destino de
células particulares, mas sim nas proporg¢des em cada sub-populagéo.

Entretanto, para analisar devidamente o tempo de retorno das populagdes para o
equilibro apds uma infecgdo, seria necessario introduzir mais um termo no sistema que
representaria o retorno da populagdo de Y para os tecidos. Dessa forma, teriamos o
equivalente a populagdes de X e de Y que se misturam, e poderiamos ter um retorno mais
rapido dessas populagdes ao equilibrio.

A divisdo dos hemécitos em sub-populagdes circulante e periférica serve ao intuito
de explicar o aumento de células na hemolinfa ap6s a infecgdo. Ja que apenas a divisdo
celular dos hemdcitos ndo € suficiente para explicar esse fendmeno, as células devem estar

saindo de algum compartimento (tecidos/periferia) e indo para a hemolinfa.
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Em relagdo as trocas de sub-populagdo dos microagregados ndo foi feita
simplificagdo, pois como eles estdo na hemolinfa, eles s¢ podem ser formados a partir de
células da hemolinfa. Além disso, uma vez que se integre a um agregado a célula nunca se
desprende voltando a ser hemdcito livre. (Lavine & Strand 2002)

Outra das simplificagbes feitas no modelo é o pressuposto de que apenas os
microagregados atuam diretamente na eliminag@o do microorganismo. Isso claramente ndo
acontece, uma vez que hemacitos livres estdo envolvidos em fagocitose, e ainda ha a acdo
dos peptideos antimicrobianos e da melanizagdo. Mas, como o foco do modelo € a dindmica
de agregagdo, a simplificagfo se justifica. Além disso, como os microagregados se formam
apenas a partir da populagdo de hemocitos circulantes, de forma indireta, outras agdes dos
hemdcitos estdo implicitas no modelo.

Entretanto, se o interesse for quantificar as relagdes entre acdo dos hemécitos livres
e dos microagregados, € possivel adicionar um novo termo dependente de Y na equacio
que governa a variagdo da populagdo de microorganismos A. Dessa forma, estariamos
considerando diretamente a agdo dos hemocitos livres sobre os agentes infecciosos. Com
este novo sistema, pode se pensar em perguntas que visem a otimizagdo da resposta do
inseto, como “para um determinado agente infeccioso, qual a melhor resposta para o
inseto?”. As respostas poderiam ser fagocitose, agregagdo, ou alguma mistura entre as duas
estratégias. Mas, para esse tipo de abordagem, se faz necessaria uma boa estimagdo dos
pardmetros do modelo.

Outra caracteristica do modelo da dindmica de hemocitos € a falta de distingdo entre
tipos celulares. Isso é uma simplifica¢do, pois as células tém fungdes diferentes, sendo que
plasmatdcitos e células granulares sdo os tipos celulares mais abundantes e envolvidos em

mecanismos de defesa (Faraldo & Lello 2003). Ainda assim, considerando que os ultimos
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estdo entre as células mais abundantes na hemolinfa, e assumindo que, de modo geral, as
células tém uma distribuicdo aproximadamente homogénea, esta simplificagdo ndo traz

conseqiiéncias significativas.

6.5 Tamanho dos Microagregados

Uma questdo importante da dindmica de agregacéo celular se refere ao tamanho dos
microagregados. Nos resultados do experimento ndo foi possivel encontrar muitas
informagdes acerca da dindmica de agregacéo celular. Néo foi percebida diferenga entre os
tratamentos (inoculados e controle) quanto a relagdo de microagregados grandes e
pequenos. Também ndo foi encontrada correlagdo entre esta razéo e o nimero total de
microagregados.

No modelo da dindmica de hembcitos essa questdo foi completamente ignorada,
pois a varidvel que representa os agregados se refere ao numero total de células,
independente do tamanho do agregado a que elas estéo aderidas. Essa abordagem dificulta a
comparagio com os dados experimentais, que contam agregados totais, € ndo células.
Entretanto, ao assumir que a acdo dos agregados € proporcional ao numero de cé€lulas,
resolve-se a complicada questdo de considerar os detalhes da dindmica de agregacdo para
tamanhos diferentes.

Uma alteragdo simples, e um pouco ingénua, para que a variavel Z passe a

representar 0 numero de agregados seria multiplicar o termo +gAY da equagdo dos

microagregados pelo inverso do tamanho médio dos agregados. Dessa forma, supondo que
o tamanho médio do agregado seja 7, a cada 7 hemdcitos que deixam a populagdo Y, para

se agregar teriamos um novo microagregado.
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Uma segunda possibilidade para considerar essa dindmica de maneira mais realista
seria dividir a populagdo de agregados em diversas sub-populagdes, uma para cada tamanho
de agregado. Dessa forma terfamos um namero muito grande de equagdes diferenciais, de

dificil manipulagao.

6.6 O Parimetro R

O pardmetro R apresentado na segdo 5.3.4 representa uma condi¢do para que a
populagdo de microorganismos do modelo tenha crescimento indeterminado. Foi mostrado
que, partindo de condigdes iniciais proximas do equilibrio na auséncia de microorganismos,
quando R>1 a derivada da popula¢do de microorganismos (A) € sempre positiva. Dessa
forma, a acdio do sistema imune € incapaz de conter a infecco.

Apesar de ndo ter sido provado que na relagdo contraria, quando R <1, os
hemocitos do estddio larval sdo capazes de conter a infecgdo, em uma das simulagdes
apresentadas, a populagdo de microorganismos foi contida pelo sistema de defesa da larva
para um valor de R muito préximo de 1 (R=0.94).

Este parametro R apresenta uma relagdo proxima com o pardmetro Ry da
epidemiologia. O pardmetro Ry é conhecido como a taxa reprodutiva basica do agente
infeccioso, € no caso de epidemias de microparasitas, ¢ dado pelo nimero de novos
individuos infectados a partir de um individuo originalmente contaminado, durante o tempo

em que este permanecer infectado. Esse calculo ¢ feito assumindo que toda a populagéo €

inicialmente suscetivel a doenga. Portanto quando R, >1, em média cada infectado infecta
mais de um suscetivel, e ocorre uma epidemia, ja quando R, <1 a epidemia ndo ocorre

(Murray 1993).
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Mas, neste caso a epidemia se refere ao aumento inicial do nimero de infectados,
que posteriormente pode ser reduzido ou ndo. No modelo da dindmica de hemdcitos, se
partirmos de proximo do equilibrio “natural”, é comum que haja uma proliferagfo inicial de
microorganismos, até que se forme um ntimero suficiente de microagregados que podem
controlar a infecgdo. O pardmetro R d4 uma condig@o para que a infec¢do ndo possa ser
controlada.

Por outro lado, se assumirmos uma populagdo inicial de microagregados
remanescentes de infecgdes anteriores (conforme discutido na segdo 6.3) € possivel
encontrar uma outra relagio entre os parametros do modelo (diferente de R) mais préxima
do Ry da epidemiologia. Esta relagdo determina se a populagdo de microorganismos
desaparece imediatamente ou se ocorre uma proliferagdo inicial dos microorganismos (que

posteriormente poderiam ser controlados ou ndo).

6.7 Ajuste do Modelo

Com os dados experimentais desse trabalho ndo € possivel estimar os parametros do
modelo. Por esta razdo, as simulagdes foram feitas com pardmetros ficticios, escolhidos de
forma que os valores do equilibrio na auséncia de microorganismos e 0 maximo da resposta
a infecgdo fossem semelhantes aos valores encontrados no experimento. Entretanto, o
experimento ndo confirma que os valores da resposta apds 2 horas realmente correspondem
ao maximo da resposta.

Para realmente calibrar o modelo € necessario um acompanhamento temporal da
resposta do inseto. Como nd@o é possivel acompanhar temporalmente as popula¢des

celulares do mesmo inseto sem causar enormes perturbagdes no sistema, € necessario fazer
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o experimento com um grande nimero de larvas em cada ponto no tempo. Além disso, é
preciso quantificar a populagdo de microorganismos e a populagdo total de hemdcitos ao
longo do tempo. Também, para maior precisdo, o numero de células em microagregados
deve ser contado (e ndo estimado em cima de um niimero médio ficticio de células em
microagregados).

Se o estudo do numero total de hemoécitos demonstrar que estes se mantém
aproximadamente constantes durante infecg¢des, entdo este ¢ um indicio de que o modelo ¢é
adequado. Pois, de acordo com o resultado apresentado na sec¢fo .3.3, populagio total de
hemécitos constante € uma propriedade do modelo.

Outra forma de verificar o se 0 modelo é adequado € comparar a curva obtida do

acompanhamento temporal das sub-populagdes com aquelas encontradas nas simulagdes.

69



7 Conclusdes

Foi verificado nesse trabalho que as concentragdes de hemdcitos e microagregados
na hemolinfa de Chrysomya megacephala sido afetadas por infecgdes microbianas, o que
esta de acordo com diversos autores que apontam o papel destas células na resposta de
defesa de insetos.

Em relagdo as respostas a microorganismos diferentes, verificou-se que a relagdo
entre microagregados e hemdcitos livres ¢ menor na bactéria Gram negativa testada do que
na levedura. Também foram verificados indicios de que esta relagdo se mantém entre a
bactéria Gram negativa e a Gram positiva, o que sugere que as diferentes vias de ativagio
da resposta imune em drosdéfila, Toll (leveduras e bactérias Gram positivas) e Imd
(bactérias Gram negativas), sejam conservadas em Chrysomya, € que estas vias induzam
padrdes diferentes de formagdo de microagregados.

Por meio da modelagem, verificou-se que o conjunto de premissas usado para a
constru¢do do modelo tem como conseqiiéncia um processo que se assemelha a resposta
imune dos insetos. Das comparagdes dos dados experimentais com as decorréncias do
modelo (fruto de resultados analiticos e simulagdes) verificou-se que o modelo representa
uma boa aproxima¢do para a formagdo da resposta de defesa dos insetos, restrita a
mecanismos de microagregag¢do. Propriedades como a impossibilidade de populagdes
inicialmente positivas ficarem negativas e a existéncia de um ponto de equilibrio estavel,
que representa o sistema na auséncia de infecgdes, atuam na corroboragédo do modelo. Além
disso, a existéncia de um equilibrio estavel para a populagéo total de hemdcitos estd de

acordo com a dindmica de diversas populagdes celulares.
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Do pardmetro R, que da uma condig¢do para que os hemdcitos do inseto sejam
incapazes de conter a infecgdo, obtém-se relagdes importantes entre os parametros naturais
do sistema: eficiéncia na eliminagdo de microorganismos pelos microagregados ¢, taxa
reprodutiva do microorganismo /, € a populag@o total de hemocitos. Este pardmetro ndo

considera as taxas de mobilizagdo de hemocitos para a hemolinfa b e de agregacdo g.

Entretanto, € possivel que estes pardmetros, que atuam na velocidade de remogio do
organismo infectante, tenham papel em impedir que todos os hemdcitos se transformem em
microagregados, o que pode prejudicar o funcionamento fisiolégico do inseto.

O modelo proposto ndo contempla a ag¢do de hemdcitos livres sobre os
microorganismos, a dindmica de formaggo de agregados de diferentes tamanhos, e ndo tém
pressupostos realistas quanto ao retorno dos hemdcitos a periferia apds o termino da
infecgdo. Para que estes aspectos sejam contemplados, seriam necesséarias alteragdes no

modelo.
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