UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
Instituto de Ciéncias Biologicas

Programa de P6s-Graduacgao em Biologia Celular

Yasmin Moreira Vieira de Aguiar

DISTRIBUICAO ESPACIAL DE EOSINOFILOS NO MICROAMBIENTE DA
INFLAMACAO GRANULOMATOSA INTESTINAL DURANTE A INFECCAO
EXPERIMENTAL POR SCHISTOSOMA MANSONI

Belo Horizonte

2026



Yasmin Moreira Vieira de Aguiar

DISTRIBUICAO ESPACIAL DE EOSINOFILOS NO MICROAMBIENTE DA
INFLAMACAO GRANULOMATOSA INTESTINAL DURANTE A INFECCAO
EXPERIMENTAL POR SCHISTOSOMA MANSONI

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pds-Graduacao
em Biologia Celular do Departamento de Morfologia, do
Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal
de Minas Gerais como requisito parcial para obtencdo do

titulo de Mestre em Ciéncias.
Area de concentracio: Biologia Celular
Orientadora: Dra. Rossana Correa Netto de Melo

Coorientadora: Dra. Kassia Karoline Malta Oliveira

Belo Horizonte

2026



043

Aguiar, Yasmin Moreira Vieira de.

Distribuicéo espacial de eosinéfilos no microambiente da inflamagéo
granulomatosa intestinal durante a infecgédo experimental por Schistosoma
mansoni [manuscrito] / Yasmin Moreira Vieira de Aguiar. — 2026.

891 :il.;29,5cm.

Orientadora: Dra. Rossana Correa Netto de Melo. Coorientadora: Dra. Kassia
Karoline Malta Oliveira.

Dissertagédo (mestrado) — Universidade Federal de Minas Gerais, Instituto de
Ciéncias Bioldgicas. Programa de Pés-Graduagéo em Biologia Celular.

1. Biologia Celular. 2. Eosindfilos. 3. Granuloma. 4. Intestinos. 5.
Esquistossomose mansoni. 6. Inflamagéo. |. Melo, Rossana Correa Netto de. Il
Oliveira, Kassia Karoline Malta. Ill. Universidade Federal de Minas Gerais.
Instituto de Ciéncias Bioldgicas. IV. Titulo.

CDU: 576

Ficha catalogréfica elaborada pela bibliotecaria Fabiane C M Reis — CRB 6 — 2680




preeteag,

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
ICB - COLEGIADO DE POS-GRADUACAQO EM BIOLOGIA CELULAR - SECRETARIA

ATA DE DEFESA DE DISSERTAGAO
YASMIN MOREIRA VIEIRA DE AGUIAR

As gquatorze horas do dia 26 de fevereiro de 2026, reuniu-se, no Instituto de Ciéncias BiolGgicas
da UFMG, a Comissdo Examinadora da Dissertacdo, indicada pelo Colegiado do Programa, para
julgar, em exame final, o trabalho final intitulado: "DISTRIBUICAO ESPACIAL DE
EOSINOFILOS NO MICROAMBIENTE DA INFLAMACAO GRANULOMATOSA INTESTINAL
DURANTE A INFECCAO EXPERIMENTAL POR SCHISTOSOMA MANSONI™, requisito final
para obtencdo do grau de Mestre em Biologia Celular. Abrindo a sessédo, a Presidente da
Comisséo, Dra. Rossana Correa Netto de Melo, ap6s dar a conhecer aos presentes o teor das
Normas Regulamentares do Trabalho Final, passou a palavra a candidata, para apresentagéo de
seu trabalho. Seguiu-se a arguigédo pelos examinadores, com a respectiva defesa da candidata.
Logo apés, a Comissédo se reuniu, sem a presencga da candidata e do publico, para julgamento e
expedi¢édo de resultado final. Foram atribuidas as seguintes indicagdes:

Prof./Pesq. Instituigdo Indicagéo
Dra. Rossana Correa Netto de Melo UFJF Aprovada
Dra. Késsia Karoline Malta Oliveira UFJF Aprovada
Dra. Claudia Rocha Carvalho UFMG Aprovada
Dra. Daisy Woellner Santos INSTITUTO BUTANTAN Aprovada

Pelas indicacdes, a candidata foi considerada: Aprovada

O resultado final foi comunicado publicamente a candidata pela Presidente da Comissdo. Nada
mais havendo a tratar, a Presidente encerrou a reunido e lavrou a presente ATA, que sera
assinada por todos os membros participantes da Comissdo Examinadora. Belo Horizonte, 26 de
fevereiro de 2026.

Dra. Rossana Correa Neto de Melo

Dra. Kassia Karoline Malta Oliveira
Dra. Claudia Rocha Carvalho

Dra. Daisy Woellner Santos

Belo Horizonte, 03 de margo de 2026.

Assinatura dos membros da hanca examinadora:

Documento assinado eletronicamente por Claudia Rocha Carvalho, Professora do
= Magistério Superior, em 03/03/2026, as 16:27, conforme horério oficial de Brasilia, com




Seil @ fundamento no art. 5° do Decreto n° 10.543, de 13 de novembro de 2020.

assinatura
eletronica
Seil . Documento assinado eletronicamente por Rossana Correa Netto de Melo, Usuario Externo,
el @1 em 04/03/2026, as 10:09, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 5° do
eletrénica Decreto n® 10.543, de 13 de novembro de 2020.

Seil _. I Documento assinado eletronicamente por Daisy Woellner Santos, Usuaria Externa, em
. [21 05/03/2026, as 13:32, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 5° do

assinatura

eletrdnica Decreto n°® 10.543, de 13 de novembro de 2020.

SEil . Documento assinado eletronicamente por Kassia Karoline Malta Oliveira, Usuaria Externa,
o) d em 13/03/2026, as 17:53, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 5° do
letrani Decreto n° 10.543, de 13 de novembro de 2020.

% A autenticidade deste documento pode ser conferida no site

;& https://sei.ufmg.br/sei/controlador_externo.php?

% acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0, informando o cadigo verificador
4994943 e o codigo CRC 112ACCCB.

a
L=

Referéncia: Processo n° 23072.209429/2026-60 SEI n°® 4994943



AGRADECIMENTOS

A realizagdo desta dissertacdo foi um esfor¢o conjunto, pois ndo se faz ciéncia sem

colaboragdo. Agradeco a todas e todos que, de alguma forma, fizeram parte desse processo.

Agradeco profundamente a minha familia por todo o apoio e suporte que sempre me foi
dado, em especial aos meus pais, Dhébora Moreira e Rafael Vieira, e aos meus irmaos, Tiago

Vieira e Aurora Moreira, que me ancoraram nesse processo.

Agradeco aos meus amigos ¢ a todos os membros do meu laboratorio e colaboradores.
Em especial, expresso minha gratiddo a minha orientadora, Dra. Rossana Melo, pela
oportunidade e confian¢a no meu trabalho. A minha coorientadora, Dra. Késsia Malta, pela
amizade e pelo suporte desde o inicio. E aos meus amigos de laboratorio, em especial Dr. Thiago
Silva, Dr. Vitor Neves, Dra. Cinthia Palazzi, Felipe Kneip, Pedro Henrique e Julia Almeida, que

estiveram ativamente presentes na elaboragdo deste trabalho.

Estendo meus agradecimentos e profunda gratiddo as colaboragdes feitas no Rio de
Janeiro, em especial ao Dr. Bruno Vieira que foi essencial na viabiliza¢do dos experimentos que

permitiram que este trabalho fosse executado.

Expresso minha profunda gratidao a todos que tornaram possivel esta dissertagao.



“Em algum lugar, algo incrivel esta

esperando para ser descoberto.”

Carl Sagan



Esta dissertacdo foi desenvolvida no Laboratério de Biologia Celular (LBC) do Departamento
de Biologia do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Juiz de Fora, sob
orienta¢dao da Dra. Rossana Correa Netto de Melo e coorientagdao da Dra. Kassia Karoline
Malta de Oliveira, com financiamento das seguintes agéncias de fomento:

Fundagao de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais — FAPEMIG

Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico - Cnpq

Também contou com o apoio e colaboracao dos seguintes laboratorios/Centros/Instituigdes e

pesquisadores:

Laboratdrio de Medicina Experimental e Satde da Fiocruz, RJ.
Laboratorio de Pesquisa e Desenvolvimento de Vacinas Anti-Helminticas da Fiocruz, RJ.
Laboratorio Integrado de Pesquisa do Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Biologicas da

UFJF, MG.



RESUMO

Eosinofilos sdo células multifuncionais com importante papel em doengas parasitarias, como a
esquistossomose - uma doenga tropical negligenciada que possui como histopatologia marcante
a formagdo de granulomas em orgaos-alvo, figado e intestino. Granulomas sdo estruturas
dinamicas formadas por um aglomerado de células imunes dispostas ao redor do ovo do
parasito, fortemente associados ao aprisionamento do ovo no figado e associados a translocagao
dos ovos através da parede no intestino. Tem-se estabelecido que no figado, os eosinofilos
colonizam robustamente os granulomas esquistossomoticos € ocupam um nicho ecoldgico na
periferia desse microambiente. Entretanto, ainda é pouco compreendido a distribui¢ao espacial
de eosindfilos nos granulomas intestinais. No presente trabalho, realizou-se o mapeamento dos
diferentes estadgios da inflamagdo granulomatosa e distribui¢do espacial de eosinofilos no
intestino como um todo durante a infeccdo murina. Com aplicagdo de um conjunto de
metodologias que incluem técnicas histopatoldgicas, imunofluorescéncia e citometria de fluxo,
e analises de imagens por Whole Slide Imaging, os resultados indicaram que o intestino delgado
¢ mais acometido por granulomas que o intestino grosso. Com granulomas preferencialmente
na submucosa e com predominancia do estagio pré-granulomatoso exsudativo (PE). Os
eosinodfilos colonizam robustamente granulomas PE em todo o intestino, ¢ sua populacao
diminui ao longo dos estagios. Em granulomas maduros, os eosindfilos sdo organizados
espacialmente e ocupam um nicho medial-periférico, com presen¢a de eosinofilos imaturos e
maduros, onde compartimentalizam sua proteina catidnica. Durante a infecgdo, diferentes
subpopulagdes de eosinodfilos sdo encontradas no intestino, indicando modulag@o da resposta
inflamatoria. Os achados avangcam no entendimento das funcionalidades dos granulomas e dos
eosinodfilos durante a esquistossomose mansoni.

Palavras-chave: Eosinofilos; Granulomas; Intestino; Esquistossomose mansoni; inflamagao;

Histopatologia; Whole Slide Imaging (WSI).



ABSTRACT

Eosinophils are multifunctional cells with an important role in parasitic diseases, such as
schistosomiasis mansoni—a neglected tropical disease caused by the parasite Schistosoma
mansoni. One of the main pathological characteristics of the disease is the formation of
granulomas in target organs, such as the liver and intestines. Granulomas are dynamic structures
formed by a cluster of immune cells arranged around the parasite's egg, associated with the
translocation of eggs through the intestinal wall and their entrapment in the liver. In liver
infection, eosinophils robustly colonize schistosoma granulomas and occupy an ecological
niche at the periphery of this microenvironment. However, little is known about the spatial
distribution of eosinophils in intestinal granulomas. In this study, we mapped granulomatous
inflammation and the spatial distribution of eosinophils in granulomas throughout the intestinal
tract of mice with acute S. mansoni infection. Using a set of methodologies including
histopathological techniques, immunofluorescence, flow cytometry, Whole Slide Imaging, and
quantitative image analysis, the results demonstrated that the small intestine (SI) is more
affected by granulomatous inflammation compared to the large intestine (LI). With granulomas
preferentially present in the submucosa, a predominance of a more immature granuloma stage
(pre-granulomatous exudative /PE) was shown throughout the intestinal tract. This reveals a
characteristic dynamic of intestinal granulomas, probably favoring the translocation of parasite
eggs. Eosinophils intensely colonize PE granulomas, but in mature granulomas, they are
spatially organized and predominantly occupy a medial-peripheral niche. Within this ecological
niche, there is a presence of both mature and immature eosinophil populations and
compartmentalization of the cationic protein MBP-1, one of the main products of eosinophils.
During infection, different eosinophil subpopulations are found in the intestine, indicating
modulation of the inflammatory response. Our results, demonstrating an ecological niche of
eosinophils, unrelated to parasite eggs, do not favor a direct role of these cells against the
parasite. The findings advance the understanding of the functionalities of granulomas and
eosinophils during intestinal schistosomiasis mansoni.

Keywords: Eosinophils; Granulomas; Intestine; Schistosomiasis mansoni; inflammation;

Histopathology; Whole Slide Imaging (WSI)
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1.INTRODUCAO

1.1. Esquistossomose

1.1.1. Aspectos gerais e epidemioldgicos

A esquistossomose ¢ uma doenga tropical negligenciada causada por vermes
trematddeos do género Schistosoma, muito associada a falta de acesso a agua potavel e a
condi¢des inadequadas de saneamento basico. Com ocorréncia em 78 paises, sendo 51 de
transmissdo endémica (Figura 1), estima-se que mais de 200 milhdes de pessoas sdo afetadas
pela doenga e mais de 200 mil mortes ocorram anualmente (WHO 2023, Pecha, Martinez et al.
2024).

Distribuicdo da Esquistossomose no mundo

S. mansoni
= S. haematobium
m S. japonicum
m Both S. mansoni and

S. haematobium
= S. intercalatum
i S. mekongi

Figura 1: Distribuig¢do da Esquistossomose no mundo. Fonte: Adaptado de WEERAKOON et al., 2015.

Dentre as espécies do género, sete sdo responsaveis por causar a doenga em humanos
— 8. haematobium, S. mansoni, S. japonicum, S. intercalatum, S. mekongi e S. guineensis
(Weerakoon, Gobert et al. 2015) —, sendo apenas S. mansoni com ocorréncia no Brasil (Amaral,
Silva et al. 2017, WHO 2023). A chegada da esquistossomose no pais ¢ datada da época da
escraviddo, com o trafico de pessoas infectadas advindas da Africa, onde o parasito encontrou
um ambiente promissor para seu desenvolvimento, com a presenga de um hospedeiro

intermediario suscetivel (moluscos do género Biomphalaria) (SVSA 2024).
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No Brasil, estima-se que mais de 1,5 milhdes de pessoas vivem em areas de risco para
a doenga, apresentando mais de 428 mil casos e mais de 7 mil mortes registradas entre o periodo
de 2010 — 2023 (SINAN 2023). Dentre os casos registrados, a esquistossomose intestinal ¢ a
forma clinica mais prevalente desse periodo. Os estados considerados endémicos no Brasil sao:
Maranhao, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia, Minas Gerais
e Espirito Santo. Em outros estados como o Pard, Piaui, Ceard, Goias, Distrito Federal, Rio de
Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Santa Catarina e o Rio Grande do Sul, a transmissdo ¢ considerada

focal, ndo atingindo grandes areas (Figura 2) (SINAN 2023, SISPCE 2023).



21

Distribuicdo e Classificagdo Endémica

Legenda
Unidades Federativas classificadas como.
Focais

Unidades Federativas classiicadas como
Endémicas

Casos notificados por ano

Nenhum fitre habsltsdo

020
4000 015
010
2000
005
0 000
0100 2011 2012 2013 2020 2021 2022 203
®Casos —- Incidéncia
Internagdes por ano
200
100
0
2010 201 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023 Ign/Sem
inf.
Obitos por ano
Nenhum fitro habitado
600
400
200
0
2000 2011 2012 2013 204 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023 Ign/Sem
inf.

@ Obitos —e= Taxa de Mortalidade

Perfil Demografico

Raga/cor (%)
Nenhum fitro habilitado
100%
50% 48,27%
886% 11.88%
0,97% 0,28%
O i T
Amarela Branca Indigena Parda  Preta Ign/sem
inf.
Casos notificados por faixa etaria e sexo
Nenhum filtro habilitado
Idade média: 40 Idade mediana: 39

60 anos ou mais

50 a 59 anos
40 a 49 anos
30 a 39 anos
20 a 29 anos
15a 19 anos
10 a 14 anos
05 209 anos
01204 anos

<1ano

@®Masculino @ Feminino

Zona de moradia (%)
Nenhum filtro habilitado
100%
80% 78,35%
60%
40%
20% 15,97%
1,23% 4/45%
Urbana Rural Periurbana  Ign./Sem Inf.

Forma Clinica (%)
Nenhum filtro habilitado

Ign./Sem Inf. 20,25%
Hepato Esplénica . 9,03%
Hepato Intestinal . 8,79%
Outra I 4,40%
Aguda I 3,76%
(Em branco)  0,00%

0% 50% 100%

GOVERNO FEDERAL

LT

UNIAO E RECONSTRUCAO

MINISTERIO DA
SAUDE

Figura 2: Distribuigdo, classificagdo endémica e perfil demografico para esquistossomose mansoni no Brasil, no
periodo de 2010 a 2023. Fonte: Adaptado de SINAN - Sistema de Informagdo de Agravos de Notificagdo em
parceria com o Ministério da Satide. Disponivel em: https://www.gov.br/saude/pt-br/composicao/svsa/cnie/painel-

esquistossomose
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Durante o ano de 2023, novos indices de incidéncia da esquistossomose evidenciaram a
ocorréncia da doenga em regides ndo consideradas endémicas, como os estados de Rondonia e
Mato Grosso, indicando uma nova configuracao na distribuicao da doenca, em comparacao ao

padrao endémico do pais (Figura 3) (SINAN 2023, SISPCE 2023).

Coeficiente de Incidéncia de 2023 (100 mil habitantes) por UF

Amspa
Maranhao o

’ Tgnorado/sem informagio 0,00
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GOVERNO FEDERAL

P P
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Figura 3: Incidéncia da esquistossomose mansdnica no Brasil em 2023. Fonte: Adaptado de SINAN - Sistema de
Informagdo de Agravos de Notificagdo em parceria com o Ministério da Saiade. Disponivel em:
https://www.gov.br/saude/pt-br/composicao/svsa/cnie/painel-esquistossomose

1.1.2. Ciclo de vida do parasito S. mansoni

O ciclo de vida do S. mansoni ¢ composto por duas fases: assexuada e sexuada. A fase
assexuada, ocorre no hospedeiro intermedidrio, representada por moluscos do género
Biomphalaria. Com 18 espécies como hospedeiro de S. mansoni, no Brasil apenas B. glabrata,
B. tenagophila e B. straminea fazem parte do ciclo da doenca, com prevaléncia de B. glabrata
devido a sua distribui¢do geografica e alta susceptibilidade a infecgdo (McManus, Bergquist et
al. 2020, SVSA 2024). A fase sexuada, ocorre no hospedeiro definitivo, representada por
animais vertebrados mamiferos, com prevaléncia em humanos, mas podendo infectar outros
mamiferos como roedores, cdes, primatas e eventualmente bovinos (Figura 4) (Colley,

Bustinduy et al. 2014).
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Figura 4: Ciclo bioldgico do S. mansoni. Fonte: Adaptado de CDC - Centers of Disease Control and Prevention,
Disponivel em: www.cdc.gov/parasites/

A fase assexuada inicia-se com a liberacao dos ovos em um ambiente aquatico de pouca
movimentagdo. Nesse ambiente, em condi¢cdes Otimas de temperatura, oxigenagdo e
luminosidade, ocorre a eclosdo dos miracidios, larvas ciliadas natantes, que sdao a forma
infectante do hospedeiro intermedidrio. Apds a penetracdo do parasito no molusco, os
miracidios perdem a placa ciliada e se transformam em esporocisto primario. O processo
denominado poliembrionia, inicia-se com a replicagdo das células germinais que dao origem ao
esporocisto secundario. Essa forma do parasito pode ir para os tecidos, replicar-se ou entrar em
embriogénese, que consiste na produgdo de cercarias - forma infectante do hospedeiro
definitivo (Buonfrate, Ferrari et al. 2025, Torsello, Cattani et al. 2026). A partir de um
esporocisto secundario produz-se milhares de cercarias. A nova forma infectante, de cauda
bifurcada, ¢ liberada no ambiente aquatico dando continuidade ao ciclo (Figura 4) (Gryseels,

Polman et al. 2006).

A fase sexuada inicia-se com a penetracdo ativa de cercdrias presentes no ambiente
aquatico, na pele ou mucosa do hospedeiro definitivo. Apds a infeccdo, as cercarias perdem a
cauda bifurcada e se transformam em esquistossomulos. Essa forma do parasito migra

subcutaneamente para o coracao e pulmao, onde caem na circulacao sistémica e percorrem em
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dire¢do a outros 6rgdos até atingir o sistema porta-hepatico. Entre 20 e 30 dias, os parasitos
amadurecem e formam vermes adultos, machos e fémeas, com dimorfismo sexual. Apos a
maturacao sexual, vermes acasalados migram para as veias mesentéricas inferiores, onde se
nutrem do sangue e fazem oviposicao. Cerca de 100 a 300 ovos sado liberados por dia (Mooee
and Sandgeound 1956). Esses ovos podem ser embolizados e retidos em o6rgaos-alvo, como
figado e bago, desencadeando uma resposta inflamatoria granulomatosa. No entanto, grande
parte dos ovos € capaz de migrar através da parede vascular para a submucosa intestinal, onde
atravessam a parede do intestino em direcao ao limen, podendo também causar uma resposta
inflamatoria granulomatosa, que auxilia na expulsdo do parasito (Schwartz and Fallon 2018,
Malta, Palazzi et al. 2022). Uma vez liberados nas fezes, apds atravessarem a parede intestinal,

esses ovos dardo continuidade ao ciclo do parasito (Schwartz and Fallon 2018).

1.1.3. Resposta imune no hospedeiro vertebrado

1.1.3.1. Imunopatogénese

No hospedeiro vertebrado, a infecg@o por S. mansoni induz uma resposta imunologica
complexa que evolui ao longo do tempo e estd associada tanto ao combate ao parasito quanto a

patologia da doenca (Malta, Palazzi et al. 2022).

O inicio da infecgdo, caracterizado pela presenca de esquistossomulos e larvas jovens,
induz a resposta imune inata. Nesta primeira linha de defesa, ocorre o reconhecimento dos
antigenos, a partir de receptores de reconhecimento padrdo (PRR — pattern recognition
receptors) e do tipo Toll-like (TLR -2, -3, -4, -9), que estdo associados a produgdo de citocinas
€ quimiocinas responsaveis pelo recrutamento e migragdo de células durante a resposta imune
adaptativa. Este inicio da infeccdo ¢ mediado por linfécitos do tipo T-kelper (Th) (Figura 5)
(Zheng, Zhang et al. 2020).

Inicialmente, a resposta € caracterizada pelo perfil de T-helper do tipo 1 (Thl), com
expressdo de citocinas pro-inflamatorias, como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
interferon-gama (IFN-y) e as interleucinas (IL) -1, -2 e -12, indicando a fase aguda da doenca
(Malta, Palazzi et al. 2022). A reagdo mediada por Th1 pode causar sintomas como febre, tosse
seca e angioedema, seguidos do aumento da taxa de eosinéfilos na corrente sanguinea

(Barsoum, Esmat et al. 2013).
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Com o inicio da oviposic¢do a partir da sexta semana, antigenos soluveis excretados pelos
ovos (SEA — solube egg antigens) induzem a mudanca gradual de perfil de resposta para T-
helper do tipo 2 (Th2). Essa nova resposta ¢ caracterizada pela expressao de IL-4, -5 e -13, além
da produgao ativa de imunoglobulina E (IgE). O aumento da resposta inflamatéria ¢ marcado
por eosinofilia e a formacao de granulomas (Burke, Jones et al. 2009, Fairfax, Nascimento et

al. 2012).

Com a progressao da doenga, a resposta Th2 ¢ modulada negativamente, ao passo que
ocorre um pequeno aumento da resposta Thl, alcancando um perfil inflamatério mais
equilibrado. A acdo de células T reguladoras (Tregs) e B reguladoras (Bregs) sdo responsaveis
pela diminui¢do da resposta Th2, através da via mediada por IL-10, imunorregulando Th1/Th2
(Figura 5). Esse momento marca a transi¢cdo da fase aguda para a fase cronica da doenga (Wynn,

Thompson et al. 2004, Lundy and Lukacs 2013).
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Figura 5: Imunopatologia das subpopulac¢des de células T durante a esquistossomose murina. Fonte: ZHENG et
al., 2020.

1.1.3.2. Resposta inflamatoria granulomatosa

A principal caracteristica patologica da esquistossomose mansOnica ¢ a resposta
inflamatéria granulomatosa. Os granulomas (Figura 6) sdo estruturas dindmicas, organizadas e
que apresentam modificagdes ao longo tempo (Malta, Silva et al. 2021). Sao formados a partir

do recrutamento de células inflamatorias e residentes (eosinodfilos, linfécitos T, macréfagos e



26

plasmocitos), que se distribuem ao redor do ovo do parasito e formam uma matriz extracelular

(MEC) heterogénea (Lenzi, Kimmel et al. 1998).

Figura 6: Imagem representativa de (A) um granuloma intestinal de camundongo infectado por S. mansoni e
corado por Fast Green & Neutral Red. (A1) Eosinofilos com citoplasma corado em verde (seta).

A dinamicidade granulomatosa relaciona-se as diferentes conformagdes que esse
ecossistema apresenta ao longo do tempo (Figura 7). Na literatura, sdo observadas varias
classificagdes de granulomas em estagios, divididos em duas fases: 1) uma fase imatura — fase
pré-granulomatosa — caracterizada pelo intenso recrutamento de células inflamatorias vindas da
corrente sanguinea, que se dispdem ao redor do ovo do parasito; ii) uma fase madura — fase
granulomatosa com granulomas bem estabelecidos e estruturalmente compactos, com
distribui¢do das células em camadas e deposi¢do de matriz rica em fibras de coldgeno. A fase
granulomatosa ¢ um sistema evolutivo que culmina com um estdgio involutivo, no qual o
numero de células diminui, dando espago para uma camada mais espessa de matriz extracelular

(Amaral, Silva et al. 2017, Malta, Palazzi et al. 2022).
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Figura 7: Representag@o da microarquitetura granulomatosa e suas variagoes ao longo do tempo. Fonte: Adaptado
de MALTA et al., 2021.

A formagdo dos granulomas ocorre em o6rgaos alvo da doenca, principalmente no figado
e intestino. No figado, essa resposta estd associada a prote¢ao do tecido hepatico contra as
toxinas secretadas pelos ovos (Chuah, Jones et al. 2014). No intestino, os granulomas além de
promoverem protecao tecidual, associam-se a translocagao dos ovos através da parede intestinal
em direcdo ao lumen, garantindo a continuidade do ciclo do parasito (Schwartz and Fallon
2018). Devido as diferengas funcionais, granulomas hepaticos e intestinais também podem
apresentar variagdes em sua morfologia, como: volume, forma, deposicao de fibras de colageno
em suas matrizes e também em sua composi¢ao celular (Moore, Grove et al. 1977, Grimaud,
Boros et al. 1987, Lenzi, Kimmel et al. 1998, Barata, Malta et al. 2025). Contudo, a resposta
granulomatosa também pode contribuir para o agravamento da doenca, devido a persisténcia
da inflamagdo e acumulo de fibras de colageno, causando fibrose tecidual. Assim, granulomas
podem ser considerados elemento-chave no curso e na gravidade da doenca (Llanwarne and

Helmby 2021).

1.2. Eosinofilos

1.2.1. Aspectos gerais

Os eosinoéfilos constituem menos de 5% dos leucécitos circulantes de individuos adultos
saudaveis, mas sdo encontrados em maior quantidade nos tecidos, com destaque para o tecido
intestinal (Ackerman and Stacy 2024). O ntimero destas células aumenta acentuadamente no
sangue e/ou no tecido durante inimeros processos inflamatorios incluindo doengas infecciosas

causadas por parasitos (doengas helminticas), fungos, virus e certas bactérias; doengas alérgicas
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e auto-imunes; desordens sem causa reconhecivel como por exemplo a sindrome
hipereosinofilica; desordens da pele e do trato gastrointestinal e até mesmo certos tipos de

cancer (Weller and Spencer 2017, Melo, Dvorak et al. 2022).

Essas células sdo caracterizadas por sua morfologia tinica com nticleo bi ou polilobulado
e uma rica populacdo de granulos secretores no citoplasma, denominados granulos especificos,
com cristaloide central elétron-denso circundado por uma matriz elétron-lucida (Figura 8)

(Melo, Dvorak et al. 2022).

Figura 8: Caracteristicas ultraestruturais de um eosinéfilo humano maduro. (N) Nucleo. (Gr) Granulos. Fonte:
Adaptado de MELO et al., 2022.

Nos granulos dos eosindfilos sdo armazenadas altas quantidades de proteinas catidnicas,

como proteina basica principal (MBP do inglés major basic protein), peroxidase eosinofilica
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(EPO - eosinophil peroxidase), neurotoxina derivada de eosin6filos (EDN - eosinophil-derived
neurotoxina — também conhecida como RNase 2), e proteina catidonica principal (ECP -
eosinophil cationic protein —também conhecida como RNase 3) —ambas com potente atividade
ribonucledsica (RNase), que conferem a acidofilia citoplasmatica tipica dessas células, quando
coradas através de técnicas citoldgicas, principalmente Hematoxilina-Eosina (HE) (Weller and
Spencer 2017). Além disso, os eosinofilos secretam diversas citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento, como interleucina (IL)-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-13, IFN-y, TNF-a, GM-CSF,
RANTES (CCL5) e eotaxina (CCL11), conferindo a essas cé¢lulas um vasto potencial para atuar

no contexto de satude e de doencas (Figura 9) (Weller and Spencer 2017).

Os eosindfilos apresentam papéis importantes na homeostase do organismo, sendo
residentes de vérios tecidos mucosos, como utero, glandula mamadria, pulmio e intestino
(Weller and Spencer 2017). Estudos recentes tém demonstrado a natureza altamente pléstica
dessas células e sua implicagdo em varios processos homeostaticos (Weller and Spencer 2017,
Arnold and Munitz 2024). Os eosindfilos sdo hoje considerados células multifuncionais e com
interagdes multifacetadas, cujas atividades parecem depender do local e das condi¢des onde
estas células se encontram, podendo atuar como células importantes do metabolismo, do
desenvolvimento ou da imunidade e/ou como células efetoras ou imunorreguladoras (Arnold

and Munitz 2024).
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Figura 9: Eosinoéfilos: mediadores e fungdes. Fonte: WELLER; SPENCER, 2017.

1.2.2. Maturacio e ativacao

Eosinofilos sdo derivados de células tronco hematopoiéticas multipotentes, presentes na
medula 6ssea, que se diferenciam em linhagens celulares de granuldcitos, neutréfilos, basofilos
e os eosinofilos. Devido a fatores de transcricdo dos progenitores pluripotentes, precursores
eosinofilicos sao comprometidos com a diferenciacao, com principal mediagdo da citocina IL-

5, e consequente eventos de maturagdo e proliferagao de eosinofilos.

Através do microscopio eletronico de transmissdo (MET), é possivel identificar

caracteristicas ultraestruturais durante os eventos de maturagdo, ativagdo e secrecdo de
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eosinodfilos (Melo, Dvorak et al. 2010, Melo, Dvorak et al. 2022). Quando imaturos, essas
células apresentam nucleo mais arredondado e predominantemente eucromatico, granulos em
processo de condensacdo e cristalizacdo, denominados granulos especificos imaturos, maior
volume celular, e maior numero de organelas, como complexo de Golgi, reticulo
endoplasmatico rugoso e mitocondrias (Melo, Dvorak et al. 2022). Durante a maturagdo e
diferenciagdo, o niimero de granulos exibindo um cristaloide aumenta e o nucleo se torna
segmentado e com cromatina marginal condensada (heterocromatina) em paralelo a redu¢ao no

volume celular e na quantidade de organelas citoplasmaticas (Melo, Dvorak et al. 2022).

Na ativagdo, os granulos sdo estruturalmente alterados, com desintegracao do cristaloide
e perda gradual de seus contetdos; ha aumento de formagao de vesiculas, formacdo e acimulo
de corpusculos lipidicos, e remodelagem mitocondrial (Figura 10) (Melo and Weller 2018,
Melo and Silva 2024).

Figura 10: Ultraestrutura de eosindfilos durante a ativacdo. Fonte: MELO, 2024.

1.2.3. Processos de secrecio

Coletivamente, a secrecao de produtos derivados de granulos de eosinéfilos para o meio

extracelular recebe o nome de desgranulacdo e ocorre através de trés processos principais:
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exocitose — classica e composta, desgranulacao por piecemeal (PMD) e citolise (Figura 11)
(Spencer, Bonjour et al. 2014, Melo, Dvorak et al. 2022). A exocitose em eosinofilos ¢ um
processo raramente observado in vivo enquanto a PMD e a citdlise constituem processos
frequentemente observados em diversas doencas (Melo, Spencer et al. 2008). Através da
secrecdo, eosindfilos sdo capazes de liberar diversos mediadores inflamatorios estocados em
seus granulos, tais moléculas sdo fundamentais para mediacdo da inflamag¢do, como na
modulagdo da resposta imune, interagdo com outras células, homeostase metabolica, imuno

polarizacao e reparo tecidual (Melo, Liu et al. 2013).
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Figura 11: Mecanismos de secre¢do de eosinodfilos. Fonte: Adaptado de SPENCER et al. 2014.

1.2.3.1. Exocitose

No processo de exocitose (Figura 11), ocorre a fusdo de granulos com a membrana
plasmatica, podendo ocorrer através da exocitose classica ou composta. Na exocitose classica,
granulos individualizados fundem-se diretamente com a membrana plasmatica enquanto na
exocitose composta, ocorre a fusdo de multiplos granulos especificos, formando camaras no
citoplasma, que posteriormente se fundem com a membrana plasmatica, permitindo a liberacdo

do contetdo (Melo and Weller 2018).

A exocitose em eosinofilos constitui um mecanismo altamente regulado e envolve uma
série de eventos coordenados, incluindo a mobilizagdo ou translocagdo dos granulos para a
periferia celular, o acoplamento entre os granulos € a membrana plasmatica, seguido da fusao

das membranas e da liberagdo dos mediadores (Melo and Weller 2018).
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1.2.3.2. PMD

E o processo de desgranulacio caracterizado pelo esvaziamento gradual do conteudo
dos granulos especificos, enquanto a membrana limitante destes permanece intacta (Figura 11).
Esse processo foi descrito pela primeira vez em 1974, em basofilos humanos durante a resposta
alérgica na pele, e posteriormente identificado em eosindfilos humanos intestinais durante a

doenga de Crohn (Melo, Dvorak et al. 2010).

A microscopia eletronica de transmissdo (MET), o processo é identificado pela presenca
de areas elétron lucidas em granulos especificos. Os granulos mobilizados para esvaziamento
de seu conteudo apresentam desarranjo de matriz, reducdo da elétron-densidade e presenca de
cristaloides residuais. O processo de desgranulagdo por PMD ¢ mediado por vesiculas de
transporte, que transferem parte do conteido dos granulos para a superficie celular (Melo,
Dvorak et al. 2010). Trata-se de um processo seletivo onde moléculas especificas, por exemplo
tipos especificos de citocinas, sdo selecionados dependendo do estimulo recebido pela célula
(Melo and Weller 2018). O mecanismo envolve a participacdo de receptores intracelulares
especificos, presentes tanto na membrana limitante dos granulos, como em vesiculas
transportadoras (Spencer, Bonjour et al. 2014), tais como CCR3 e IL-6Ra., presentes no interior

de eosindfilos humanos quando estimulados por eotaxina (Melo, Spencer et al. 2008).

Em eosinofilos humanos, esse mecanismo tem a participagdo de um sistema tubulo-
vesicular com morfologia inica. Com aspecto de “chapéu mexicano” quando observadas ao
MET, essas vesiculas denominadas vesiculas sombrero, ou EoSVs (Eosinophil Sombrero
Vesicles) brotam dos granulos e podem acomodar moléculas tanto em seu lumen, como ¢ o caso
da MPB-1, ou em associagdo com sua membrana envoltoria, por exemplo IL-4 e IFN-y (Carmo,
Bonjour et al. 2018, Melo and Weller 2018). Esse mecanismo ja foi descrito como o principal
processo de secrecao utilizado por eosindfilos no contexto granulomatoso, durante a infecgao

experimental por S. mansoni em modelo murino (Dias, Amaral et al. 2018).

1.2.3.3. Citdlise

E um processo tipicamente associado a morte celular para diversos tipos celulares; para
eosinoéfilos, no entanto, constitui também um importante processo para liberacao do contetido

de seus granulos para o meio extracelular (Figura 11).
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Também conhecido como desgranulagao litica, a principal caracteristica desse processo
¢ a liberagao de granulos intactos os quais permanecem funcionais na matriz extracelular, apos
a morte da célula. Esse mecanismo ¢ caracterizado pela perda inicial da integridade da
membrana plasmatica, seguido pela ruptura completa desta, associada a descondensagdo e
dissolu¢do da cromatina, além da degeneracdo de outras organelas. Tal mecanismo foi o
principal mecanismo utilizado por eosindfilos estudados em bidpsias retais humanas de

pacientes infectados por S. mansoni (Melo, Dvorak et al. 2022).

A ETose ¢ um importante tipo de citolise, inicialmente descrito em neutrdfilos e
posteriormente identificado em eosinodfilos. Na ETose de eosinofilos, ocorre a liberagdo de
armadilhas extracelulares de DNA nuclear, denominadas EETs (Eosinophil Extracellular
Traps). Nessas estruturas em redes, imersas na matriz extracelular dos tecidos, permanecem
retidos os granulos intactos e funcionais provenientes da citdlise, além de vesiculas sombrero

(Melo, Dvorak et al. 2022).

1.2.4. Eosinoéfilos no contexto da esquistossomose

Na esquistossomose mansonica, a eosinofilia ¢ uma caracteristica marcante, observada
na medula 6ssea, no sangue periférico e nos tecidos do hospedeiro, especialmente ao redor do

esquistossomulo invasor e dos ovos do parasito (Malta, Palazzi et al. 2022).

O granuloma esquistossomatico constitui um ecossistema dindmico, com mudangas
estruturais e funcionais progressivas, abrigando diversas populag¢des celulares. Durante a fase
aguda da infec¢do, a eosinofilia ocorre em dois picos, sendo que, no periodo de maior atividade
inflamatoria, os eosinofilos podem representar mais de 50% das células presentes nos
granulomas (Amaral, Silva et al. 2017). Na fase cronica, sua frequéncia tende a diminuir

(Barata, Malta et al. 2025).

Apesar de sua abundancia, o papel dos eosindfilos na esquistossomose mansonica
permanece pouco esclarecido. Tradicionalmente associados a uma funcdo helmintotéxica e
protetora, estudos in vifro demonstram sua ac¢ao efetora contra diferentes estagios do ciclo de
vida do S. mansoni, incluindo esquistossomulos, vermes adultos e ovos, destacando-se a
proteina basica principal como uma das principais moléculas envolvidas, capaz de eliminar
larvas no interior dos ovos (Butterworth, Wassom et al. 1979, Capron, Torpier et al. 1979,

Capron and Capron 1992). Contudo, evidéncias in vivo ndo sustentam plenamente esse papel
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citotoxico, indicando uma fun¢do mais imunorreguladora na imunidade inata e adaptativa (de
Oliveira, Rodrigues et al. 2022). Achados recentes do grupo mostram que os eosindfilos
colonizam robustamente granulomas hepaticos apresentando um nicho ecologico principal na
zona periférica, o que aponta para um papel predominantemente modulador dessas células nesse
contexto, mudando o paradigma de uma visdo classica dos eosin6filos como “destruidores de

helmintos” (Barata, Malta et al. 2025).

1.3. Intestino

1.3.1. Aspectos gerais

O intestino ¢ uma extensa por¢ao do trato gastrointestinal responsavel principalmente
pela digestdo, absor¢do de nutrientes, absor¢do de agua e elimina¢do de residuos fecais.
Dividido em Intestino Delgado (ID) e Intestino Grosso (IG), apresenta movimentos peristalticos
e segmentares, que promovem a mistura do conteudo intestinal e seu deslocamento ao longo do
orgdo. Esses movimentos sdo regulados pelo sistema nervoso entérico, que atua de forma

independente do sistema nervoso central (Henderson 1928).

O intestino delgado inicia-se imediatamente apds o estdbmago e constitui a maior
extensdo do intestino. Nele ocorrem as etapas finais da digestdo dos alimentos, bem como a
maior parte da absorcdo de nutrientes. Em sequéncia, o intestino grosso ¢ responsavel
principalmente pela absor¢do de 4dgua e eletrdlitos, contribuindo para a formagdo e posterior

eliminacao do bolo fecal.

O intestino abriga uma microbiota intestinal composta por trilhdes de microorganismos,
que ¢ fundamental para a digestio de componentes ndo absorviveis, sintese de vitaminas,
modulagdo do sistema imunolégico e manutengdo da homeostase intestinal (Alvarez, Real et
al. 2021, Ignacio, Shah et al. 2022). Além disso, o 6rgdo apresenta tecido linfoide associado a
mucosa (GALT), que desempenha importante papel na defesa imunologica, contribuindo na

imunidade intestinal (Morbe, Jorgensen et al. 2021, Bertoldi, da Silva et al. 2024).

A imunidade intestinal integra mecanismos de barreira fisica e respostas imunes inata e
adaptativa, atuando de forma coordenada para a manutencdo da homeostase do trato

gastrointestinal. Por meio do GALT, da atividade das células epiteliais e da acdo de populagdes
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celulares como células dendriticas, macréfagos, eosindfilos, mastocitos, neutréfilos e linfocitos
T e B, o intestino promove tolerancia a microbiota e aos antigenos alimentares, a0 mesmo tempo
em que mantém respostas eficazes contra patdgenos. A desregulacdo desses mecanismos
compromete a integridade da mucosa e favorece o desenvolvimento de processos inflamatorios

intestinais (Bertoldi, da Silva et al. 2024).

1.3.2. Caracteristicas morfologicas

A luz da anatomia (Figura 12), o intestino é um 6rgdo tubular oco constituido por quatro

tunicas/camadas em sua parede: mucosa, submucosa, muscular e serosa.

Camada circular
interna

Muscular da mucosa

Figura 12: Organizacdo histologica geral do tubo digestorio. (A). Desenho esquematico identificando as tinicas
do intestino. (B). Identificac¢do das tinicas do intestino em corte histoldgico de intestino grosso. TM: mucosa; TS:
submucosa; ME: muscular externa; SE: serosa. Aumento 40X, coloracdo HE. Fonte: Sistema digestorio: integragao
basico-clinica. Capitulo 12 — Histologia do tubo digestério. (pp.273-314) Nasciutti et al. 2016.
DOI:10.5151/9788580391893-12

A tiinica mucosa apresenta um epitélio de revestimento simples cilindrico, constituido
principalmente de enterocitos e células caliciformes interpostas. Essas células apresentam
microvilosidades, evaginacdes da membrana plasmatica responsaveis pelo aumento da
superficie de contato, favorecendo a absor¢ao de 4gua e nutrientes. A lamina epitelial é seguida
da lamina prépria, camada de tecido conjuntivo frouxo, altamente vascularizada, que abriga
vasos e nodulos linfaticos. A mucosa ¢ delimitada pela lamina muscular da mucosa, constituida
por duas camadas de musculo liso que envolvem a lamina propria (Nasciutti, Narciso et al.

2016).

A tinica submucosa ¢é constituida por tecido conjuntivo denso nao modelado, no qual se

encontram vasos sanguineos € o plexo submucoso, composto por ganglios e nervos. Nessa
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camada, ndo ha presenca de glandulas, com exce¢do da primeira por¢do do intestino delgado.
A tinica muscular ¢ formada por duas camadas de musculo liso: uma camada interna circular e
uma camada externa longitudinal. Entre essas camadas, encontra-se o plexo mientérico,
formado por ganglios e nervos, responsavel pela coordenagao dos movimentos peristalticos do
orgdo. Externamente, o intestino € revestido pela tinica serosa, formada por tecido conjuntivo
revestido por mesotélio, caracterizado por epitélio simples pavimentoso que compdem o

peritonio visceral (Nasciutti, Narciso et al. 2016).

Este orgdo tubular ¢ dividido em intestino delgado e grosso (Figura 13), cujas principais

diferencas referem-se as suas por¢des anatomicas e as variagdes na composicao de suas tlnicas.

Intestino Delgado Intestino Grosso

duodeno jejuno ileo célon reto

Figura 13: Corte transversal do tubo digestorio das porgdes dos intestinos delgado e grosso: duodeno, jejuno, ileo,
colon e reto. Coloragdo HE. Fonte: Adaptado do Histology Guide. Disponivel em: https://histologyguide.com/.

O intestino delgado ¢ caracterizado pela presenga de vilosidades, evaginagdo da mucosa
que promovem aumento da superficie de absor¢ao, e € subdividido em: duodeno, jejuno e ileo
(Figura 13). O duodeno, primeira porcao, distingue-se pela presenca de glandulas duodenais,
responsaveis pela secre¢do de muco alcalino, que auxilia na neutralizagdo do pH do conteudo
proveniente do estomago. O jejuno compde a maior extensdo do intestino delgado e ndo
apresenta diferengas morfoldgicas marcantes em suas tunicas. O ileo, por sua vez, caracteriza-
se pela presenca das placas de Peyer , tecido linfoide associado a mucosa gastrica, com

importante papel na defesa imunologica (Mdrbe, Jorgensen et al. 2021).

O intestino grosso (Figura 13), diferentemente do delgado, ndo apresenta vilosidades na
mucosa. Nessa camada estdo presentes as glandulas ou criptas intestinais, com maior nimero
de células caliciformes produtoras de muco, o que facilita o deslocamento dos residuos fecais.

E subdividido em: ceco, colon, reto e anus.
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1.3.3. Eosinofilos no contexto do intestino

Eosinoéfilos sao encontrados predominantemente no trato gastrointestinal e estdo entres
os leucdcitos residentes intestinais mais abundantes, podendo ocupar cerca de 20-30% dos
leucocitos totais encontrados na lamina propria (Weller and Spencer 2017). Nesse
microambiente, desempenham papel central na manuten¢do da homeostase imunolédgica e
tecidual, contribuindo para a integridade da barreira epitelial, defesa contra microrganismos e

remodelamento tecidual (Weller and Spencer 2017).

Os eosinofilos se instalam nos intestinos delgado e grosso ainda no periodo pré-natal,
indicando um papel na vigilancia na saude intestinal e na imunidade inata (Weller and Spencer
2017). Essas células também estdo associadas a importantes papeis na regulagdo da resposta
imune adaptativa. No intestino delgado, eosin6éfilos sdo numerosos e podem ser encontrados
em condi¢des de repouso ao longo das vilosidades. J4 no intestino grosso, apresentam-se de
forma menos numerosa em condi¢des de repouso, mas podem ter aumento de sua populagao

celular em casos de inflamacgao, assumindo um papel mais pré-inflamatorio.

Em condigdes homeostaticas, os eosindfilos exercem fungdes regulatérias importantes,
incluindo a produgdo de IL-1Ra, que contribui para a supressao de células Th17 e para o
controle da inflamacao associada a esse perfil (Weller and Spencer 2017, Xenakis, Howard et
al. 2018). Além disso, secretam fatores que favorecem a sobrevivéncia e manutengdo de
plasmécitos IgA (Chu, Beller et al. 2014) e estdo associados a organizacao das placas de Peyer.
Em condi¢des inflamatorias, os eosindfilos podem sofrer remodelamento fenotipico e expandir
sua populacdo por meio do recrutamento de novos eosinofilos da circulagdo, modificando sua

atuacdo no microambiente intestinal.

Dessa forma, os eosinofilos intestinais evidenciam notavel plasticidade funcional,
atuando tanto na manutencao da homeostase quanto na amplificacdo ou modulagdo de respostas
inflamatorias, a depender do contexto imunoldgico. Apesar do crescente conhecimento acerca
dos eosinodfilos na imunidade intestinal, pouco se sabe sobre o comportamento, a distribuicao e

o papel dessas células durante a infec¢do por S. mansoni.
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1.3.4. Intestino no contexto da esquistossomose

Durante a infeccdo helmintica por S. mansoni, o intestino destaca-se como um dos
principais 6rgaos-alvo ao longo do ciclo do parasito no hospedeiro definitivo. Os vermes
adultos acasalados instalam-se na vasculatura mesentérica, proxima ao intestino. Nesse
ambiente, as fémeas depositam seus ovos junto aos vasos sanguineos que irrigam a parede
intestinal. Para alcangar o limen intestinal e possibilitar sua eliminagdo nas fezes, os ovos
exploram mecanismos da resposta imune do hospedeiro, atravessando o endotélio e a parede
intestinal. Essa etapa ¢ essencial para a continuidade do ciclo do parasito na natureza. Para isso,
esse processo depende da maturagdo dos ovos, uma vez que apenas ovos maduros sdo capazes
de ativar o sistema imune (Takaki, Rinaldi et al. 2021), aumentando a probabilidade de sucesso

na disseminag¢ao da infeccao.

Estima-se que os ovos de S. mansoni permanecam viaveis por aproximadamente trés
semanas, sugerindo que a travessia da parede intestinal ocorra dentro desse periodo. Em fung¢ao
dessa viabilidade, granulomas intestinais podem apresentar semelhangas com os granulomas
hepéticos nos estdgios iniciais da infeccdo (Elbaz and Esmat 2013). No entanto, esses
granulomas intestinais podem apresentar diferencas na composicao celular quando comparados
aos granulomas hepaticos, tais como: aumento da frequéncia de macrofago e diminuigao de
eosindfilos e de células T e B (Weinstock and Boros 1983). Contudo, ainda sdo limitadas as
informagdes quanto a caracterizacdo detalhada da composi¢do celular dos granulomas no

intestino.

Para o hospedeiro, a deposicao continua de ovos na parede intestinal pode comprometer
a integridade estrutural e funcional do 6rgdo. Entre as possiveis consequéncias estao hiperplasia
tecidual, ruptura da barreira epitelial com maior suscetibilidade a infecgdes secundarias e
oportunistas, obstrugdo intestinal, alteragdes na producao de muco pelas células epiteliais e até
mesmo associagdo com o desenvolvimento de cancer colorretal (Cheng, Ling et al. 2020). Nesse
contexto, compreender a dindmica espacial da forma¢do dos granulomas no intestino ¢

fundamental para elucidar os mecanismos que sustentam essas alteragdes patologicas.
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2. JUSTIFICATIVA

Apesar de grandes avangos no entendimento da esquistossomose, a caracteristica
patologica mais proeminente desta doenga — o granuloma — ainda ¢ um enigma. Os
granulomas esquistossomoticos sao classicamente definidos como agregados de células
imunes, altamente organizados ao redor de ovos do parasito ¢ formados em o6rgdos-alvo,
principalmente figado e intestinos (Malta, Palazzi et al. 2022). Granulomas sdo apontados na
literatura como exercendo papéis paradoxais, servindo tanto para protecao ao hospedeiro como

beneficio ao parasito (Hams, Aviello et al. 2013).

Um actimulo impressionante de eosinofilos ocorre dentro de granulomas
esquistossomoticos, com grande debate na area sobre o papel dessas células na doenga. Ainda
¢ incerto se os eosindfilos atuam como células efetoras contra o parasito; imunomoduladores
da resposta imune; participantes do metabolismo tecidual, o que poderia favorecer a
manuten¢do dos parasitos em seus hospedeiros ou meramente operadores na remodelagem e
eliminagdo de restos celulares apos dano tecidual (Chuah, Jones et al. 2014, Malta, Palazzi et
al. 2022). Nosso grupo vem estudando o papel dos eosinoéfilos em granulomas hepaticos e
intestinais de forma a contribuir para o melhor entendimento dessas células no microambiente

granulomatoso (Amaral, Silva et al. 2017, Dias, Amaral et al. 2018, Malta, Silva et al. 2021).

Recentemente, propusemos o granuloma esquistossomético como um verdadeiro
ecossistema habitado por varias populacdes de células com diferentes papeis funcionais e
interacdes complexas (Malta, Silva et al. 2021). Nossos estudos tém mostrado que os
eosinofilos colonizam robustamente granulomas hepaticos e apresentam um nicho ecologico
principal na zona periférica (Barata, Malta et al. 2025). Achados recentes apontam para um
papel predominantemente imunomodulador dessas células nesse contexto, mudando o
paradigma de uma visdo classica dos eosinofilos como “destruidores de helmintos” (Barata,

Malta et al. 2025).

Curiosamente, granulomas hepaticos e intestinais parecem ser funcionalmente distintos.
Enquanto granulomas hepaticos sao fortemente associados ao aprisionamento do ovo no 6rgao,
os granulomas intestinais sdo associados a translocagao desses ovos através da parede intestinal
(Elbaz and Esmat 2013, Schwartz and Fallon 2018). Entretanto, o papel dos granulomas na
infeccdo por S. mansoni ainda € pouco compreendido. Em continuidade aos estudos do grupo

na area, verificamos que ainda nao existe um mapeamento detalhado dos diferentes estagios da
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inflamacdo granulomatosa e distribuicao espacial de eosinoéfilos no intestino como um todo.
Diante deste cenario, emergem as seguintes questdes: i) Como ocorre a distribuicdo de
granulomas e quais sdo os seus estagios evolutivos ao longo do intestino delgado e grosso? ii)
Como ocorre a distribuicao espacial de eosinoéfilos no contexto da inflamagao granulomatosa

intestinal?

Nossa hipdtese € que, assim como observado nos granulomas hepaticos durante a
infeccdo aguda por S. mansoni (Barata, Malta et al. 2025), eosinéfilos possuem uma
distribuicdo espacial preferencial no microambiente intestinal, apresentando um nicho
ecoldgico especifico nesse 6rgao. No presente trabalho, pretende-se avangar no entendimento

das funcionalidades dos granulomas e dos eosin6filos durante a esquistossomose mansoni.
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3.0OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Investigar a distribui¢ao espacial de eosinédfilos em granulomas intestinais induzidos

pela infeccao experimental por Schistosoma mansoni.

3.2. Objetivos Especificos

1. Estudar a distribuicdo de granulomas ao longo de toda a extensao do intestino delgado

€ grosso.
2. Identificar e caracterizar os granulomas intestinais em diferentes estdgios evolutivos.

3. Quantificar a populacdo de eosindfilos nos diferentes estagios evolutivos dos

granulomas intestinais.

4. Avaliar a distribuicdo espacial de eosin6filos nos diferentes estagios evolutivos dos

granulomas intestinais.

5. Caracterizar o perfil imunoldgico de eosindfilos nas diferentes regides espaciais do

intestino delgado e grosso.
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4. METODOLOGIA

4.1. Modelo de infeccao experimental por S. mansoni:

Camundongos fémeas da linhagem Swiss Webster (n=18) com 8 semanas de idade
foram divididos em dois grupos: controle e infectado (60 dias de infec¢ao correspondendo a

fase aguda).

Tratamento Histopatologia Citometria Total
Controle n=5 n=4
n=18
Infectado n=5 n=4

Tabela 1: Numero de camundongos por grupo experimental.

A infecgado foi realizada em parceria com o Laboratorio de Medicina Experimental e
Satde da Fiocruz-RJ, por um tunico inéculo de cercarias de S. mansoni (100 cercarias/
camundongo), fornecido pelo Laboratério de Pesquisa e Desenvolvimento de Vacinas Anti-
Helminticas (Instituto Oswaldo Cruz/IOC, Fiocruz, RJ), onde a cepa do LE/RJ do S. mansoni
¢ mantida rotineiramente. As cercarias foram obtidas de moluscos Biomphalaria glabrata
infectados em laboratorio, e injetadas subcutaneamente enquanto o grupo controle ndo recebeu
nenhum indculo. A infec¢ao foi confirmada pela presenca de ovos nas fezes dos animais na
quinta semana de infec¢do. Os camundongos foram eutanasiados com 60 dias, o que caracteriza
a infecc¢do aguda (Francisco, Terra et al. 2022). A eutanasia foi realizada com solugdo contendo
cloridrato de quetamina (150 mg/kg) a 5% com cloridrato de xilazina (10 mg/kg) a 2% em PBS
estéril, por via intraperitoneal no quadrante lateral inferior direito do abdome. O volume final
inoculado foi de 200 pL/animal. Todos os procedimentos experimentais estdo em conformidade
com as diretrizes éticas da Comissio de Etica no Uso de Animais de Laboratério (L023/2023 —

CEUA/IOC).
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4.2.1. Coleta das amostras biologicas
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O intestino dos animais eutanasiados foram coletados, lavados em tampao fosfato (pH

7,4, 0,1 M), e fixados em solugdo de paraformaldeido (Sigma-Aldrich) a 4% (em tampao fosfato

pH7,4, 0,1 M). Os intestinos foram processados com a técnica de Swiss Roll — rolinho sui¢o,

que consiste em enrolar toda extensdo da parede aberta do intestino com o objetivo de permitir

a andlise do 6rgdo em sua totalidade. Para isso, o intestino foi dividido em por¢des simétricas e

o rolinho foi realizado por por¢do, conforme a seguir (Figura 14): Intestino delgado: i) porcao

proximal (duodeno + inicio do jejuno), ii) por¢do medial (jejuno), iii) por¢ao distal (fim do

jejuno + ileo) e Intestino grosso: iv) por¢ao proximal (ceco + inicio do c6lon) e v) porgao distal

(colon + reto). Os fragmentos (rolinhos) foram transferidos para uma solugdo tampao fosfato

0,1 M, pH 7,4 até o inicio do processamento histoldgico.

I. Coleta do Intestino

11l. Divisdo do Intestino em porgdes

(42 parte do Intestino Delgado

Intestino Grosso

ID proximal: a,b
ID medial: c,d
ID distal: e,f

IG proximal: g
IG distal: h

Figura 14: Coleta e Processamento dos intestinos pela técnica de Swiss Roll — rolinho suigo.
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Animais infectados (n=5)

Fragmentos n/animal 8 (a-h)
Total 40
Porcoes n/animal 5 (Figural4, III)
Total 40
Seccdes n/fragmento 3 (c/ intervalo de 300 um)
n/animal 24
Total 120
Area total de tecido 515x 107 um?
analisada
Granulomas n total 1040
analisados Area total de granuloma 4,6 x 107 pm?
Intestino Delgado  Area total analisada 223 x 107 um?
n de granulomas 904
Area de granulomas 3,9x 107 um?

Intestino Grosso

Area total analisada

291 x 107 um?

n de granulomas

136

Area de granulomas

0,6 x 107 pm?

Tabela 2: Pardmetros analisados nos intestinos de camundongos infectados por S. mansoni.

4.2.2. Processamento para histologia

Apos a fixacao e lavagem em tampao, os fragmentos (rolinhos) foram desidratados em
série crescente de diferentes solucdes alcodlicas (70, 80, 90, 100%), seguido da infiltragdo em
resina glicolmetacrilato (GMA, Leica Historesin) conforme trabalhos prévios do grupo
(Amaral, Silva et al. 2017, Barata, Malta et al. 2025). No dia seguinte, os fragmentos foram
retirados da resina e colocados em formas proprias que contém a solugao de inclusdo (resina
com endurecedor). Por fim, a polimerizacao foi finalizada em temperatura ambiente. Apds a
inclusdo, as amostras foram seccionadas utilizando navalha de vidro em microtomo (Leica
RM2155). Trés sec¢des do o6rgao por animal (controle e infectado) foram obtidas e as laminas
coradas com Fast Green & Neutral Red (Sigma-Aldrich), conforme os protocolos abaixo

(Barata, Malta et al. 2025):
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Fast Green & Neutral Red (FG&NR):

- Corar 8 minutos com Fast Green (0,4% em 4gua destilada; Sigma-Aldrich);

- Lavar 1 minuto em agua corrente;

- Corar 4 minutos e 30 segundos com Neutral Red (0,5% em agua destilada; Sigma-
Aldrich);

- Lavar 2 minutos em agua corrente;

- Montar a lamina com Entellan® (Merck Milipore Corporation, Alemanha).

As secgoes por animal foram obtidas de forma semi-seriada, mantendo-se um intervalo
de 300 um entre si, a fim de garantir que ndo houvesse duplicacdo da andlise de um mesmo

granuloma, de acordo com a metodologia previamente estabelecida pelo grupo (Figura 15).

Intestino

Laminas Seriadas

corte 1
i ' 1300 um
/ / corte 2
i 1300 pm
/ / corte 3

Created in BioRender.com bio

Figura 15: Obtencao de seccdes histologicas. Trés seccdes histologicas foram obtidas respeitando o intervalo de
300 um para garantir que granulomas diferentes fossem analisados.

4.2.3. Processamento para imunofluorescéncia

Os fragmentos do material bioldgico foram deixados na sacarose (30% em PBS, pH 7,3)
overnight, incluidos e congelados em solucdo crioproteteora (O.C.T. Compound Tissue-Tek;
Sakura) e seccionados em criostato (7mp; Leica CM1850), com duas secg¢des intervaladas com
300um, por animal. As laminas produzidas foram processadas para as seguintes

imunomarcagdes, de acordo com o protocolo abaixo:
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Anticorpos primarios:

- MBP-1 (James Lee; MT2-14.7.3) a 2ug/mL — para identificacao de eosinofilos;
- CD34 (R&D System; AF6518) a 3ug/mL — para identificagdao de células imaturas de
origem hematopoiética;

- IgG1 Isotype Control (R&D System; MABO0O0S) — para controle da reagao.

Anticorpos secundarios:

- Alexa Fluor 488 Goat anti-rat IgG (Thermo Fisher Scientific) a 4ug/mL (1:500);
- Alexa Fluor 546 Goat anti-rabbit IgG (Thermo Fisher Scientific) a 4pug/mL (1:500);
- Alexa Fluor 546 Goat anti-rat IgG (Thermo Fisher Scientific) a 4pug/mL (1:500).

Imunomarcacdo de cortes congelados:

- Lavar trés vezes os cortes com PBS (pH 8,0) por 5 minutos cada;

- Bloquear os sitios inespecificos com BSA 3% por 15 minutos;

- Incubar as sec¢des com o anticorpo primario diluido em BSA 1% por duas horas em
temperatura ambiente;

- Lavar trés vezes os cortes com PBS (pH 8,0) por 5 minutos cada;

- Bloquear os sitios inespecificos com BSA 3% por 15 minutos;

- Incubar com anticorpo secundario diluido em BSA 1% por duas horas em temperatura
ambiente;

- Lavar trés vezes os cortes com PBS (pH 8,0) por 5 minutos cada;

- Marcar os nucleos com DAPI (5pg/mL);

- Lavar duas vezes os cortes com PBS (pH 8,0) por 5 minutos cada;

- Lavar uma vez os cortes com agua destilada, para remog¢ao de sais residuais do PBS;
- Montar as ldminas com meio de montagem ProLong Gold (Thermo Fisher Scientific,

numero de catdlogo P36930) para ajudar na preservacao da fluorescéncia.

4.2.4. Whole Slide Imaging (WSI)

WSI ¢ uma técnica de escaneamento de ladminas inteiras que permite a observacao

precisa e em alta resolugcdo de granulomas em toda a extensdao do corte do material (Amaral,
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Silva et al. 2017, Melo, Raas et al. 2020 ). As laminas provenientes do processamento
histolégico e da imunofluorescéncia foram escaneadas utilizando-se o equipamento
Pannoramic Scan 3D Histech (3D Histech kft., Budapeste, Hungria), no modo convencional ou
de fluorescéncia, respectivamente, acoplado a um computador (Fujitsu Technology Solutions
GmbH, Munique, Alemanha). As analises foram realizadas com o software Pannoramic Viewer
1.15.2 SP2 RTM (3D Histech kft., Budapeste, Hungria) e Histoquant (3D Histech kft.,
Budapeste, Hungria).

4.2.5. Analises morfométricas

4.2.5.1. Enumeracao e classificacio de granulomas

As andlises das sec¢des de intestino corados com corantes citologicos foram realizadas
por WSI. Inicialmente foi realizada a identificagdo e classificagdo dos granulomas de acordo
com seu estagio evolutivo conforme estudos anteriores do grupo (Amaral, Silva et al. 2017,
Dias, Amaral et al. 2018, Barata, Malta et al. 2025) em: (1) Pré-granulomatoso exsudativo (PE);
(2) Necrotico- exsudativo (NE); (3) Exsudativo-produtivo (EP); (4) Produtivo (P). Em seguida,
foram avaliados os seguintes parametros: 1) area total das seccdes; ii) area ocupada por
granulomas; ii1) localiza¢do dos granulomas nas porg¢des intestinais (Figura 14); iv) localizagao
dos granulomas nas tlinicas da parede intestinal (Figura 12); v) classificacdo dos granulomas;
vi) frequéncia média de cada estadgio dos granulomas; vii) zonagdo espacial dos granulomas

(Figura 16).
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Figura 16: Metodologia para zonagdo dos granulomas. Os granulomas foram inicialmente delimitados (ai e bi), ¢
duas linhas foram tragadas em um plano perpendicular, cruzando-se no centro do ovo (aiv e biv). Observe que uma
das linhas deve passar pelo eixo principal do ovo. Em seguida, ao longo dessas linhas, a distancia da casca do ovo
até o limite do granuloma foi dividida em trés partes iguais. Cada linha foi subdividida em trés segmentos iguais,
com pontos de divisdo marcados ao longo de seu comprimento. Os pontos de divisdo nas duas linhas foram entdo
conectados, resultando na formacdo de trés circulos concéntricos, que, por fim, estabeleceram as trés zonas:
periovular, medial e periférica (av e bv). Assim, essas zonas foram identificadas de forma confiavel em granulomas
com ovos centrais (av e avi) ou excéntricos (bv e bvi). A area de cada zona foi determinada em cada granuloma.
Fonte: Adaptado de Barata et al., 2025.

4.2.5.2. Quantificaciio de eosindfilos em granulomas

Para identificar e quantificar os eosinofilos em cada granuloma, imagens em alta
resolugdo de cortes histologicos corados com FG&NR e adquiridos por digitalizagdo de lamina
inteiras, foram manualmente contabilizados utilizando o software Histoquant (3D Histech kft.,
Budapeste, Hungria). Para identificagdo dessas células, foram consideradas suas caracteristicas
morfoldgicas tipicas, como nucleo segmentado (corado em vermelho pelo NR) e citoplasma
altamente acidofilico (destacado em verde pelo FG; Figura 6). Foram contabilizados i) o
numero total de eosino6filos em cada granuloma, bem como ii) o nimero de eosinoéfilos em cada

uma das zonas espaciais do granuloma (Figura 16).

4.2.5.3. Analise quantitativa de MBP-1

Para as andlises de imunofluorescéncia para MBP-1, as 1aminas digitais obtidas por WSI
foram submetidas a andlise de imagem semi-automatica, utilizando o software FIJI (National

Institutes of Health, USA), para marcacdo de area total e de fracdo de densidade otica. O
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threshold foi fixado com limite inferior de 35 pixels, mantendo o limite superior no valor
maximo da escala, e aplicado igualmente a todas as imagens para quantificacdo da area de

Imunomarcacgao.

Para quantificagdo de MBP-1 nas trés zonas espaciais (periovular, medial e periférica),
granulomas foram divididos manualmente conforme a metodologia de zonagao adotada (Figura
16). A delimitagao das zonas e a quantificagdo de MBP-1 por area de zona foi realizada no

software FIJI (National Institutes of Health, USA), seguindo os critérios acima.

4.3. Citometria

4.3.1. Extracao de células e Processamento para Citometria

Fragmentos de aproximadamente 2 cm das por¢des do intestino delgado (proximal,
medial e distal) e do intestino grosso (proximal e distal) foram coletados, abertos
longitudinalmente e lavados com tampao fosfato (pH 7,4, 0,1 M) para remogao das fezes, para
os dois grupos: controle ¢ infectado fase aguda (n=8). Os fragmentos foram cortados em
pedacos menores até formar uma massa homogénea e colocados em uma solucao de digestao
enzimatica por uma hora a 37° C. Em seguida, foram submetidos a uma digestdo mecénica para
dissociar os fragmentos restantes com uma seringa e, posteriormente, filtrados em filtro 40pm.
O protocolo completo adaptado (Pecha, Martinez et al. 2024) neste trabalho para o

processamento para citometria se encontra abaixo:

Obtencao de células intestinais para Citometria

- Coletar intestinos;

- Lavar e remover as fezes;

- Fragmentar em pequenos pedagos;

- Transferir para tubo com 10mL de Solugdo de Digestao*;

- Manter em agitacdo por 1 hora, a 37° C;

- Centrifugar (500G por 5 minutos) e descartar sobrenadante;
- Adicionar 10 mL de DMEM+10%SFB;

- Passar fragmentos em seringa;
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- Filtrar em filtro 40mm;

- Centrifugar (500G por 5 minutos) e descartar sobrenadante;

- Ressuspender em 1mL DMEM+10%SFB;

- Contar com solucao de Turk**;

- Adicionar Imilhao células por pogo em placa de 96mL;

- Centrifugar (800G por 5 minutos) e descartar sobrenadante;

- Adicionar 150mL de DMEM+10%SFB e repetir centrifugacao;
- Adicionar 30mL da solucao de anticorpos diluidos;

- Manter 25 minutos a 4° C;

- Centrifugar (800G por 5 minutos) e descartar sobrenadante;

- Adicionar 150mL de DMEM+10%SFB e repetir centrifugacao;
- Adicionar 150mL de DMEM+10%SFB e adquirir no citometro.

*Solucdo de Digestao:
Para 100mL de DMEM: 200U/mL de Colagenase I, 100U/mL de DNAse I, 3,3mg
CaCl2, 1%SFB.

**Solucdo de Turk:

Para 100mL: 2mL 4cido acético + 98mL 4gua destilada + pitada de cristal violeta.

4.3.2. Leitura, marcac¢ao e analise da Citometria

A leitura foi realizada em citometro CitoFLEX S (Beckman Coulter) e as andlises foram

realizadas no software CytExpert (Beckman Coulter) para o seguinte painel de anticorpos:

- CD45 BV650 (BD Biosciences): identificacao de leucdcitos;

- SiglecF PE/Cy7 (BD Biosciences): identificagdo de eosinéfilos totais;

- CD11c APC/Cy7 (Invitrogen, eBioscience™; 11-0114-82): identificagdo de
eosinofilos residentes do intestino;

- F4/80 PE/CF594 (BioLegend): identificacdo de eosindfilos regulatorios de perfil 1
(ED).

Relacdo Células-Fenotipo

Eosinofilos Totais: CD45+/ SiglecF+
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Eosinofilos Residentes do intestino: CD45+/ SiglecF+/ CD11c+ (Spencer, Bonjour et
al. 2014).

Eosinofilos de perfil 1 (E1): CD45+/ SiglecF+/ F4/80+ (Vieira, Almeida et al. 2025).
Eosinofilos de perfil 2 (E2): CD45+/ SiglecF+/ CD11c-/ F4/80-

4.4. Analises Estatisticas

As analises estatisticas e os graficos foram feitos com a utilizacao do software GraphPad
Prism® versdo 10.6.1 (San Diego, CA, EUA). Os dados foram analisados em testes de médias
em todas as comparacgdes. O teste aplicado foi dependente da quantidade de médias e dos dados
atenderem aos pressupostos de normalidade e homogeneidade das varidncias. O grau de

significancia empregado para todas as analises foi de p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Mapeamento de granulomas no intestino

5.1.1. O intestino delgado ¢ o mais acometido pela inflamac¢io granulomatosa

Para melhor entender a distribui¢do dos granulomas intestinais ao longo de todo o 6rgao,
intestinos inteiros de camundongos Swiss Webster infectados experimentalmente por S.
mansoni (n=5) foram processados para histopatologia. Ao todo, foram realizados 3 cortes semi-
seriados (com intervalo de 300 um entre eles) para cada fragmento do 6rgdo, totalizando 51,5
x 10 um? de 4rea tecidual analisada por WSI para o intestino inteiro (Tabela 2). Nessa 4rea,
foram contados um total 1.040 granulomas, correspondendo a 4,6 x 107 pm? de 4rea tecidual

ocupada por granulomas (Figura 17A1, Aii).

A maioria dos granulomas mostrou-se concentrada no intestino delgado (n=904), com
menor numero no intestino grosso (n=136). A area ocupada por granulomas no intestino
delgado foi de 39,7 x 10° pm? enquanto no intestino grosso correspondeu a 6,7 x 10° um?.
Entretanto, quando analisado o tamanho médio dos granulomas nesses 6rgaos, observou-se que,
apesar de em menor nimero € em menor area total ocupada pelos granulomas no intestino, o
tamanho médio (area individual) dos granulomas do intestino grosso € significativamente maior

em compara¢do com o dos granulomas observados no intestino delgado (Figura 17 Aiii).

Ao avaliar a densidade de granulomas por area tecidual, confirmou-se que o intestino
delgado apresenta maior densidade de granulomas em comparacdo com o intestino grosso
(Figura 17Bi). Ao se comparar as por¢des proximal, medial e distal do intestino delgado, nao
foram observadas diferengas significativas na densidade de granulomas. O mesmo foi
observado ao comparar as por¢des proximal e distal do intestino grosso. Entretanto, a por¢ao
distal do intestino grosso apresenta menor densidade quando comparada a porcao distal do
intestino delgado (Figura 17Bii). O mesmo padrdo foi observado ao analisar a proporc¢ao
tecidual acometida pela inflamacdo granulomatosa (Figura 17 C, Ci-Cii). O intestino delgado
apresentou maior propor¢ao de area de granuloma por area de tecido, indicando ser mais

acometido quando comparado com o intestino grosso (Fig. 17Ci).
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Distribuicao de granulomas ao longo de toda extensao do Intestino Delgado
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Figura 17: Distribuigdo de granulomas ao longo de toda extensdo do intestino delgado e grosso. (A) Secgdo
tecidual de intestino de camundongo Swiss Webster (n=5) infectado por S. mansoni, visto por WSI. (Ai, Aii)
Secgdo tecidual com granulomas identificados por WSI. (Aiii) Area média dos granulomas intestinais. Os
resultados estdo expressos em média + erro padrdo. O valor de P indica o resultado dos testes de Mann-Whitney.
(B) Avaliagdo do niimero de granulomas por area de tecido, para intestino delgado (ID) e intestino grosso (IG).
(Bi); e para as porcdes dos ID e IG (Bii). (C) Avaliagdo da proporgao de area de de granuloma por area de tecido,
para os ID e IG (Ci); e para as porgoes dos ID e IG (Cii). Os resultados estdo expressos em média + erro padrao.
O valor de P indica o resultado dos testes de Man-Whitney (Bi, Ci) e Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn
para multiplas comparagdes (Bii, Cii). Considerou-se: * P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001, **** P<0,0001.

Durante o mapeamento dos granulomas em fragmentos de intestino por WSI, chamou a
atencdo a presenca de ovos isolados dispersos na parede do 6rgdo. Considerou-se como ovo

isolado todo aquele que ndo estivesse circundado por um aglomerado caracteristico de células



55

inflamatorias (Figura 18A) e, portanto, ndo representasse uma resposta inflamatoria

granulomatosa, mesmo em fase inicial (pré-granulomatosa tipica).

Os ovos isolados foram contados (n=971) e classificados quanto a presenca (n=813) ou
auséncia (n=158) de larva em seu interior (Figura 1B). Para melhor compreender a distribui¢ao
desses ovos ao longo de todo o intestino, foi avaliada a propor¢ao do numero de ovos por por¢ao
dos ID e IG. A propor¢do de ovos isolados, tanto com ou sem larva, mostrou-se maior nas

porgdes proximais, tanto no ID, quanto no 1G (Figura 18C).

Distribuicao de ovos ao longo de toda extensao do Intestino
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Figura 18: Distribui¢do de ovos isolados (sem reagdo granulomatosa) ao longo de toda extensdo do Intestino
Delgado (ID) e Grosso (IG). (A) Corte longitudinal, visto por WSI, da parede do intestino de camundongo Swiss
Webster infectado por S. mansoni, com identificagdo de ovos isolados (cabega de seta). Coloragdo de Fast Green
& Neutral Red. (B) Frequéncia de ovos isolados ao longo de toda extensdo do intestino. (C) Distribui¢do dos ovos
isolados nas porgdes dos ID ¢ IG.
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5.1.2. Os granulomas estio localizados preferencialmente na submucosa intestinal

Para melhor entender a distribuicdo de granulomas ao longo da parede intestinal, os
granulomas identificados foram avaliados de acordo com sua localiza¢do nas tinicas — mucosa,
submucosa, muscular e serosa (Figura 19 Aii, Aiii). No ID, os granulomas se encontram
concentrados na submucosa (65% - Figura 19 Bi), com esse padrio perpetuando quando
consideradas as por¢des — proximal, medial e distal (Figura 19 Bii). Entretanto, apesar de em
maior nimero, quando avaliada a drea média, os granulomas da mucosa apresentaram maior
tamanho em relacdo aos da submucosa no ID (Figura 19 Biii). Para o IG, o mesmo padrdo de
concentragdo dos granulomas na submucosa foi observado (85%- Figura 19 Ci, Cii), porém
sem diferenca na média de tamanho dos granulomas entre as tinicas (Figura 19 Ciii). Nenhum

granuloma foi observado na camada de serosa nos cortes de I1G analisados (Figura 19 C).
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Figura 19: Localizagdo preferencial de granulomas na parede intestinal. (A, Ai) Secg¢do tecidual do intestino de
camundongo Swiss Webster infectado por S. mansoni e processado através da técnica Swiss roll e visualizado por
WSI. (Aii) Vista longitudinal da parede do intestino, corado com Fast Green & Neutral Red, seguido da
identificagdo numérica das tiinicas que compdem a parede do 6rgdo. (Aiii) Granulomas em cada uma das tinicas
da parede do intestino: mucosa, submucosa, muscular e serosa. (Bi, Ci) Frequéncia de granulomas em cada uma
das tunicas da parede do ID e IG, respectivamente. (Bii, Cii) Frequéncia de granuloma em cada uma das tinicas
da parede intestinal, por porgdo de ID e IG, respectivamente. (Biii, Ciii) Area média dos granulomas por tinica
em ID e IG, respectivamente. Os resultados estdo expressos em média + erro padrao. (Ci, Di) O valor de P indica
o resultado dos testes de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn para multiplas comparagdes. Considerou-se: *
P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001; **** P<0,0001.
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5.1.3. Granulomas intestinais constituem um sistema evolutivo dinimico

A dinamicidade do granuloma ¢ entendida por sua evolugdo morfoldgica. Tal evolugdo
¢ observada através da caracterizagdo dos estdgios evolutivos desse microecossistema,
classificados em duas fases principais: pré-granulomatosa ¢ granulomatosa (Malta, Silva et al.
2021). Nesse trabalho, para adequar a classificagdo ao contexto intestinal, tornou-se necessaria
a adaptacdo dos critérios de caracterizacdo dos estagios granulomatosos ja descritos (Amaral,
Silva et al. 2017). Uma vez que os granulomas intestinais sao estruturas altamente dindmicas,
considerou-se tanto o carater transitério do granuloma quanto os diferentes momentos

evolutivos dentro de cada estagio, com suas respectivas alteragdes morfologicas.

O estagio pré-granulomatoso exsudativo (PE) ¢ classicamente identificado com um
aglomerado de cé¢lulas inflamatorias dispostas de forma desordenada ao redor do ovo do
parasito e com pouca matriz extracelular (Figura 20 B) (Barata, 2025). No presente estudo, a
analise detalhada de toda a extensdo do intestino permitiu identificar duas subdivisdes dentro
do estagio PE. Inicialmente (PE inicial), o infiltrado inflamatdrio € robusto, com presenca de
pouco espago intercelular. Mais tardiamente (PE tardio), o infiltrado mantém sua robustez, mas
ha formacgao de espacos intercelulares, marcando o inicio da organizacdo dessas células, bem

como a presenga, em alguns casos, de necrose tecidual inicial (Figura 20 A).

O estagio necrdtico-exsudativo (NE) caracteriza-se pela presenga de necrose tecidual.
Esse estagio foi identificado como um aglomerado de células inflamatorias dispostas de forma
mais organizada ao redor do ovo do parasito, contendo alto nimero de necrose tecidual,
podendo ser por ora disposta de forma central, mais préoxima ao ovo e, por muitas vezes,
disposta de forma difusa em toda a extensdo do granuloma (Figura 20 B). Em um primeiro
momento (NE inicial), o infiltrado inflamatoério encontra-se em processo de organizacdo, com
presenca de necrose mais concentrada em alguma regido. Em um segundo momento (NE
tardio), o infiltrado encontra-se mais organizado, com a necrose mais numerosa € mais

distribuida por todo o granuloma (Figura 20 A).

O estagio exsudativo-produtivo (EP) foi identificado através da alta organizacao das
células inflamatoérias ao redor do ovo do parasito, apresentadas em menor numero, embebidas
em uma matriz extracelular mais bem definida (Figura 20 B). Inicialmente (EP inicial), as
células se apresentam organizadas dispostas orbitalmente ao redor do ovo, porém com

distribuicao ainda homogénea e podendo conter necrose tecidual remanescente. Em um
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segundo momento (EP tardio), as células apresentam-se em menor nimero € com maxima
organizagdo orbital ao redor do ovo. Nesse momento nenhuma necrose remanescente foi

observada, o que caracteriza o apice de maturagdo do estagio EP (Figura 20 A).

Importante ressaltar, que por se tratar de um trabalho realizado apenas durante a fase
aguda da infecgdo por S. mansoni, nenhum estagio produtivo (P), caracteristico da infec¢ao
cronica esquistossomotica, foi observado. E, portanto, ndo foram descritos critérios de

caracterizagdo desse estagio para o contexto intestinal.

Caracterizacao dos estagios evolutivos dos granulomas intestinais

Pré-granulomatoso exsudativo ! Necrético-exsudativo ! produtivo

Inicial Tardio

PE: Pré-granulomatoso
rexsuda}ivo»_

Ao

Células inflamatorias
organizadas ao redor do ovo do
parasito, circundado por uma

atriz extracelular bem definida

Aglomerado de células
inflamatdrias desorganizadas
ao redor do ovo do parasito,
com pouca matriz extracelular,
podendo conter necrose

Células inflamatdrias dispostas
ao redor do ovo do parasito,
com alto nimero de necrose
central ou difusa.

Figura 20: Caracterizago dos estagios evolutivos dos granulomas intestinais. (A) Granulomas representativos do
momento evolutivo dentro de cada estdgio (inicial e tardio). (B) Granulomas representativos de cada estagio
evolutivo encontrado no intestino de camundongos Swiss Webster infectados por S. mansoni.
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5.1.4. O estagio PE predomina durante a infeccio aguda intestinal por S. mansoni

Apos elencar os critérios de caracterizagao dos estagios evolutivos dos granulomas, os
mesmos foram contados em toda a extensdo do intestino. Para essa andlise, apenas os
granulomas em que foi possivel identificar o ovo foram utilizados nas contagens (n=556, sendo
n=494 no ID e n=62 no IG). Cada granuloma foi classificado de acordo com os critérios
estabelecidos para cada estagio (Figura 20), sendo categorizados em: PE (n=283, ID n=259 ID
e IG n=24), NE (n=99, ID n=77 e IG n=22) e EP (n=174, ID n=158 ¢ IG n=16).

Observou-se maior frequéncia do estagio inicial PE (Figura 21 A, Ai; PE=50,9%), ao
longo de toda a extensdo do intestino, seguido do estdgio EP (Figura 21 A, Ai; EP=31,3%) e,
por fim, do NE (Figura 21 A, Ai; NE=17,8%), que apresentou menor frequéncia. O mesmo
padrdo foi mantido apenas no ID (Figura 21 A, Aii, B, Bi; PE=52,4%, NE=15,6%, EP=32%).
J& para o IG, observou-se alteragdo desse padrdo, com maior frequéncia do estdgio NE em

relacdo ao EP (Figura 21 A, Aii, C, Ci; PE=38,7%, NE=35,5%, EP=25,8%).

Para melhor compreender a frequéncia dos estdgios ao longo da extensdao de cada
intestino, foi avaliada a distribui¢do dos granulomas por por¢do. No ID, a frequéncia dos
estagios manteve-se semelhante em todas as porgdes, porém com discreta concentragdo do
estagio PE na por¢ao proximal e do estagio EP na porc¢ao distal (Figura 21 B, Bii; PE= 57,9%
- 50,4%, NE= 15,2% - 16%, EP= 26,9% - 33,8%). No IG, o padrdao de frequéncias entre os
estagios mostrou-se distinto. Enquanto na por¢ao proximal do IG observou-se maior frequéncia
do estagio NE, seguido do estagio PE (Figura 21 C, Cii; PE=34,7%, NE=42,9%; EP=22,4%),
na por¢ao distal do IG observou-se maior frequéncia do estagio PE, seguido do estagio EP

(Figura 21 C, Ci1; PE= 53,8%, NE=7,7%, EP=38,5%).

Ao avaliar a densidade de granulomas dentro de cada estagio evolutivo, o estagio PE foi
significativamente maior quando comparado aos demais estagios (NE e EP) dentro do ID
(Figura 21 Biii). Nesse segmento, o estagio PE se mostrou com maior densidade, seguido dos
estagios EP e NE. Ja no IG, ndo foi observado diferen¢a no nimero de granulomas por area

tecidual (densidade) entre os estagios (Figura 21 Ciii).
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Frequéncia dos estagios evolutivos
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Figura 21: Frequéncia dos estagios evolutivos dos granulomas intestinais. (A) Representa¢do grafica da
frequéncia dos estagios evolutivos de toda a extensdo do intestino (Ai) e entre os ID e IG (Aii). (Bi, Biii)
Representagdo grafica da frequéncia dos estagios evolutivos no ID (Bi) e entre suas porgdes (Bii). (Ci, Cii)
Representagdo grafica da frequéncia dos estagios evolutivos no ID (Ci) e entre suas porgdes (Cii). (Biii, Ciii)
Densidade de estagios evolutivos em granulomas intestinais. Os resultados estdo expressos em média + erro
padro. O valor de P indica o resultado dos testes de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn para multiplas
comparagdes. Considerou-se: * P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001; **** P<0,0001.
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5.2. Mapeamento de eosindfilos em granulomas intestinais

5.2.1. Eosindfilos colonizam robustamente granulomas PE tanto no ID como no
IG

Uma vez avaliada a frequéncia dos estagios evolutivos dos granulomas, investigou-se a
presenca dos eosindfilos no microambiente granulomatoso intestinal. Ao todo, foram

enumerados 90.505 eosinofilos em granulomas ao longo de toda extensao do ID e IG (Figura

22).

Os eosinofilos identificados no ID (n=79.095) apresentaram as seguintes propor¢des em
tipos de granulomas: PE (58,6%), EP (23,9%) e NE (17,5%) (Figura 22 B, Bi). No IG
(n=11.410), os eosinofilos também se distribuiram em maior propor¢do em granulomas do

estagio PE (46,2%), seguido dos granulomas NE (36,6%) e EP (17,2%; Figura 22 B, Bii).

Ao se avaliar a distribuicdo de eosindfilos por area de granuloma, observou-se uma
diminui¢do gradual da populacdo de eosinofilos ao longo dos estagios evolutivos nos
granulomas formados no ID (Figura 22 C, Ci). Ja nos granulomas formados no IG, esse padrao
de diminuicdo ndo foi observado (Figura 22 C, Cii). Quando essa mesma analise de numero de
eosinofilos por area granulomatosa foi realizada considerando simultaneamente os estagios
evolutivos nos ID e IG, ndo foram observadas diferencas na populagdo de eosinodfilos entre
nenhum dos estagios (Figura 22 C, Ciii). Assim, a populagdo de eosindfilos mostrou-se

constante entre os mesmos estagios evolutivos, independente do segmento intestinal.
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Quantificacdo de eosinéfilos por granuloma
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Figura 22: Quantificaggo de eosinofilos por granuloma. (A, Ai) Granuloma representativo corado com Fast Green
& Neutral Red, apresenta os cosindfilos (Aii) destacados com citoplasma esverdeado (cabegas de setas). (B)
Frequéncia de eosindfilos por estagio de granuloma no ID (Bi) e no IG (Bii). (C) Numero de eosinofilos por area
de granuloma no ID (Ci) e no IG (Cii). (Ciii) Numero de eosinofilos por area de granuloma, comparando entre os
estagios evolutivos, entre ID e IG. Os resultados estdao expressos em média + erro padrdo. Considerou-se: ns: ndo
significivo; * P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001; **** P<0,0001.
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5.2.2. Eosinofilos concentram-se nas zonas medial e periférica dos granulomas
maduros

Apos a identificagdo da populagdo de eosinodfilos, buscou-se caracterizar a sua
distribuicao espacial no microambiente granulomatoso. Para isso, os granulomas da fase
granulomatosa foram divididos em zonas espaciais — periovular, medial e periférica - de acordo
com a metodologia adotada (Figura 23 A) (Barata, Malta et al. 2025). Inicialmente, a anélise da
distribuicao dos eosinofilos entre as zonas revelou que a maior propor¢ao dessas células no
interior dos granulomas concentra-se na zona periférica, tanto para os granulomas do ID (Figura

23 B, Bi, Bii), quanto para os granulomas do IG (Figura 23 B, Biii, Biv).

Em contraste, ao se avaliar a densidade de eosinofilos por zona, considerando o nimero
de células por area de zona, observou-se que a zona medial comporta a maior densidade dessas
células em ambos os segmentos intestinais (Figura 23 C, Ci, D, Di). A densidade de eosindfilos
também foi avaliada considerando em conjunto as zonas periovular e medial (Figura 23 Cii,
Dii), e medial e periférica (Figura 23 Ciii, Diii) a fim de confirmar a predominancia dessas
células em regides mais externas do granuloma, distantes do ovo (Figura 23 C, Cii; D, Dii).
Essa predominancia foi confirmada nos granulomas do ID (Figura 23 Cii, Ciii), porém nao foi

observada nos granulomas do IG (Figura 23 Dii, Diii).
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Figura 23: Distribui¢do espacial de eosinéfilos nos granulomas intestinais da fase granulomatosa. (A)
Representacdo esquematica do processo de marcagdo das trés zonas espaciais (periovular, medial e periférica) em
um granuloma. Primeiro o granuloma ¢ delimitado (Ai), posteriormente sdo tragadas duas linhas perpendiculares
do centro do ovo a margem do granuloma (Aii), e a medida da casca do ovo até¢ a margem ¢ dividida em trés partes
simétricas para delimitagdo das zonas (Aiii). (B) Distribuicdo de eosinéfilos nas zonas espaciais do granuloma nos
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intestinos delgado e grosso (ID, IG). (Bi, Biii) Propor¢do de eosinéfilos por zona nos ID e IG, respectivamente.
(Bii, Biv) Propor¢ao de eosinofilos nas zonas do granuloma nos ID e IG, respetivamente. Os resultados estdo
expressos em média + erro padrdo. O valor de P indica o resultado dos testes estatisticos de one-way ANOVA
seguido do teste de Tukey para multiplas comparag¢des. (C-D) Densidade de eosindfilos por zona nos intestinos
delgado (ID) e grosso (IG), respectivamente. (Ci-Ciii, Di-Diii) Densidade de eosinéfilos por zona espacial do
granuloma em ID e IG, respectivamente. Os resultados estdo expressos em mediana e maximo/minimo. (Ci, Di)
O valor de P indica o resultado dos testes de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn para multiplas comparagdes.
(Cii-Ciii, Dii-Ciii) O valor de P indica o resultado dos testes de Mann-Whitney. Considerou-se: * P<0,05; **
P<0,01; *** P<0,001; **** P<0,0001.

5.2.3. MBP-1 predomina na zona periférica de granuloma intestinais

A proteina catidonica MBP-1 ¢ classicamente reconhecida como um marcador tanto da
localizagdo de eosinofilos como da desgranulacdo dessas células (Barata, Malta et al. 2025).
Para a distribuicdo espacial dessa proteina em granulomas intestinais, foram utilizadas areas do
intestino com maior densidade de granulomas (ID distal). Os granulomas foram divididos em
1) Fase Pré-Granulomatosa e ii) Fase Granulomatosa, devido as dificuldades encontradas para
classificagdo precisa de todos os estagios evolutivos na imunofluorescéncia, uma vez que nao

foi possivel identificar areas de necrose com a aplicagdo dessa técnica.

As andlises revelaram uma diminui¢@o significativa da proporc¢ao total de MBP-1 na
fase granulomatosa em comparacdo com a pré-granulomatosa (Figura 24 B). Tal diminui¢do
provavelmente estd associada com a menor proporg¢ao de eosinodfilos encontrada em granulomas

maduros (fase granulomatosa; Figura 22 Ci).

Em seguida, buscou-se entender se nestes granulomas maduros (fase granulomatosa),
caracterizados por uma organizagdao definida das células, haveria também uma localizagdo
especifica de MPB-1 como observado para granulomas hepaticos (Barata, Malta et al. 2025).
As andlises de imunomarca¢do por zona de granuloma mostraram que a zona periférica
apresentou maior propor¢do de MBP-1 quando comparada com as demais zonas (medial e

periovular) (Figura 24 C).
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Figura 24: Quantificacdo de MBP-1 de eosinodfilos por granuloma. (Ai-Aii) Fragmentos de intestino de
camundongos Swiss Webster (n=3) infectados por S. mansoni foram processados para IF para marcacdo de MBP-
1, identificado em vermelho por AF-546. Nucleos estdo evidenciados com DAPI, em azul. (Aiii) Granulomas
intestinais foram identificados, selecionados e isolados, com o fundo do tecido e seu ovo apagados no Adobe
Photoshop. (Aiv) As imagens tratadas foram submetidas a analise de area de marcagdo por pixels no software F1JI.
(B) Propor¢ao de MBP-1 nos granulomas intestinais. Os resultados estdo expressos em média =+ erro padrdo. O
valor de P indica o resultado dos testes T de Student. (C) Propor¢do de MBP-1 nas zonas espaciais de granulomas.
Os resultados estdo expressos em mediana e maximo/minimo. O valor de P indica o resultado dos testes de
Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn para multiplas comparag¢des. Considerou-se: * P<0,05; ** P<0,01; ***
P<0,001; **** P<0,0001.
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5.2.4. Eosinofilos CD34+ concentram-se nas zonas periféricas de granulomas
intestinais

Apos a identificacdo dos eosindfilos e da distribui¢ao de sua proteina basica principal
(MBP-1) nas zonas espaciais dos granulomas intestinais, buscou-se caracterizar os eosinofilos
dentro desse contexto, de acordo com seu grau de maturidade. Para isso, as por¢des do ID com
maior frequéncia de granulomas (ID distal) foram preparadas para imunomarcag¢ao de CD34 —
importante marcador de eosindfilos imaturos comprometidos com a linhagem eosinofilica
(Sergejeva, Johansson et al. 2004, Radinger, Bossios et al. 2011). Foi observada positividade
para CD34 mais acentuada na zona periférica, bem como sua co-localizagdo com marcacdes de
MBP-1, concentradas na periferia dos granulomas, onde apresentaram maior intensidade de
marcagdo quando comparada com as demais zonas — periovular e medial (Figura 25). Conforme
jé& conhecido, positividade também foi encontrada no endotélio de vasos seccionados, uma vez
que CD34 ¢ um marcador para células endoteliais (Arakelian, Lion et al. 2023). Os achados
corroboram a ocorréncia de maturacdo e diferenciacdo de eosinofilos em granulomas

esquistossomoticos.

DAPI MBP-1 CD34

50 um # " 50 um
— X - [

DAPI + MBP-1 DAPI + CD34 DAPI + MBP-1 + CD34

& 50 gm

Figura 25: Distribui¢do de CD34 em granulomas intestinais. (A) Granuloma marcado com DAPI para
identificagdo dos nucleos celulares. (B) Granuloma marcado com MBP-1 para identificagdo de eosinofilos. (C)
Granuloma marcado com CD34 para identificagdo de eosinofilos imaturos comprometidos com a linhagem
eosinofilica. (D) Granuloma visto com marca¢do de DAPI + MBP. (E) Granuloma visto com marca¢ido de DAPI
+ CD34. (F) Granuloma visto com marca¢do de DAPI + MBP + CD34. Células endoteliais de vasos seccionados
também mostram positividade para CD34.
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5.2.5. Expansao e modulacio fenotipica das subpopulacées de eosindfilos ao longo
do intestino durante a infec¢ao por S. mansoni

Com intuito de melhor caracterizar o perfil imunoldgico dos eosindfilos ao longo das
porgdes intestinais durante a infec¢do por S. mansoni, realizou-se analise por citometria de fluxo
em animais controle e infectado na fase aguda (n==8). Para tanto, fragmentos intestinais foram
processados para o posterior isolamento de células do intestino. Durante esse procedimento,
foram coletadas células de todas as tinicas intestinais, incluindo as células que compdem os

granulomas nos animais do grupo infectado.

Inicialmente, os leucocitos foram identificados por meio da marcagdo para CD45+ e,
partir desse gate, as células SiglecF+ foram selecionadas, correspondendo a populagao total de
eosinofilos. Observou-se que a populagdo de eosinofilos totais apresentou aumento expressivo
em todas as por¢des do ID no grupo infectado (33,6%-38,8%; Figura 26 B), bem como para a
porcao proximal do IG (14,6%; Figura 26 B), quando comparado ao grupo controle (7,3%-
15,5%; Figura 26 B). Em contraste, ndo foi observada diferenga significativa na porg¢ao distal
do IG (Figura 26 B). Esses dados revelam que ha um aumento global de eosinéfilos durante a

infecdo aguda por S. mansoni.

Apos a identificacdo dos eosinodfilos totais, procedeu-se a analise de suas subpopulacdes
no contexto da infecg¢do, a fim de compreender o remodelamento fenotipico dessas células.
Investigou-se a ocorréncia das seguintes subpopulacdes: Eosindfilos residentes
(CD45+/SiglecF+/CD11c+); Eosinofilos de perfil 1 (E1; C45+/SiglecF+/F4/80+); Eosinofilos
de perfil 2 (E2; CD45+/SiglecF+/CD11c-/F4/80-).

Os eosinodfilos residentes do intestino foram caracterizados pela expressdo de
CD45+/SiglecF+/CD11c+. Essa subpopulagdo apresentou-se maior no grupo controle (78,8%-
91,4%; Figura 26 C), em relacao ao grupo infectado em todas as porgdes dos ID (38,7%-44,9%)
e IG (47,8% e 52,3%). Esses achados evidenciam uma redu¢ao de aproximadamente metade da

expressdo de CD11c+ no eosinofilos nos animais infectados em relagdo aos controles (Figura

26 C).

A subpopulacao de eosinofilos de perfil 1 (E1) foi identificada pela expressdo de
CD45+/SiglecF+/F4/80+. Essa subpopulagao se apresentou reduzida no grupo controle (0,06%-
1,45%; Figura 26 D), enquanto, nos animais do grupo infectado, observou-se um aumento

progressivo ao longo das porc¢des do ID (7,5%-13,5%; Figura 26 D), bem como um aumento
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expressivo nas por¢des do IG (18,3%-23,7%; Figura 26 D), com destaque para a porcao distal
desse segmento. Esses achados indicam um aumento progressivo desse fenotipo eosinofilico

durante a infecgao.

Para identificagdo do perfil classico de eosinofilos (E2), utilizou-se a caracterizagdo
através da expressdo por CD45+/SiglecF+/CD11c-/F4/80-. Embora essa subpopulacao
estivesse presente em menores propor¢cdes nos animais controle (8,4%-18,6%; Figura 26 E),
observou-se um aumento significativo dessa subpopulagdo nos animais infectados em todas as
porgdes do ID (42%-49,9%; Figura 26 E) e na porg¢ao proximal do IG (33,8%; Figura 26 E).
Contudo, ndo houve diferenga significativa na por¢ao distal do IG (Figura 26 E). Observa-se,
portanto, uma distribuicdo diferencial das subpopulacdes E1 e E2 ao longo das porgdes

intestinais durante a infecg¢ao.
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Caracterizagao do perfil imunolégico dos eosindfilos durante a esquistossomose

A. Estratégia de gating para caracterizacao de eosindfilos por citometria de fluxo
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Figura 26: Caracterizagdo do perfil imunoldgico dos eosinodfilos durante a esquistossomose. (A) Estratégia de
gating para caracterizagdo de eosindfilos por citometria de fluxo, de células isoladas do intestino delgado e grosso
de camundongos Swiss Webster infectados por S. mansoni (n=8). Todos os eventos foram identificados e os
eventos duplos foram excluidos com base nos graficos de dispersdao FSC-A versus FSC-W (Ai). Os leucocitos
foram identificados por gating em células CD45+ (Aii). Dentro da populagdo de CD45+, a expressao de SiglecF+
foi utilizada para identificar a populagdo total de eosinofilos (Aiii). A partir dos eosinéfilos totais, as expressdes
de CD11c e F4/80 foram utilizadas para identificar os diferentes fenotipos eosinofilicos (Aiv). (B-E) Analise por
citometria de fluxo de eosinofilos isolados do ID e IG de camundongos Swiss Webster infectados por S. mansoni
(n=8). (B) Frequéncia de eosindfilos totais pela expressdo de SiglecF+ dentro do total de células CD45+. (C)
Frequéncia de eosinéfilos CD11c+ dentro da populagdo total de eosinofilos (CD45+/SiglecF+). (D) Frequéncia de
eosinofilos F4/80+ dentro da populagdo total de eosinodfilos (CD45+/SiglecF+). (E) Frequéncia de eosinofilos
CD11c-/F4/80+ dentro da populagdo total de eosinofilos (CD45+/SiglecF+). Para todos os painéis, a andlise
estatistica foi realizada utilizando o teste one-way ANOVA, com correcao de Bonferroni, e teste T de Student; cada
grafico de barras representa a média + erro padrdo dos dados de n=4 camundongos por grupo experimental
(controle e infectado). *P < 0,01.
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6. DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo demonstram que o ID € significativamente mais
acometido pela inflamagdo granulomatosa que o IG durante a infeccdo aguda murina por S.
mansoni. Entretanto, os granulomas do IG apresentaram-se com maior area média em relagao
aos granulomas do ID. Esses resultados podem ser explicados de acordo com a natureza das
diferencas intrinsecas a cada segmento intestinal. Enquanto no ID hé presenca de vilosidades e
de uma fina camada da parede do 6rgdo, no IG ha auséncia de vilosidades, aumento do nimero
de células caliciformes e de uma parede mais espessa (Bowcutt, Forman et al. 2014). Essas
caracteristicas tornam plausivel que o transito dos ovos através da parede do IG aconteca de
forma mais lenta, devido as particularidades elencadas, permitindo a maior infiltragao de células

imunes para formag¢do dos granulomas, o que pode ocasionar o aumento da area dos mesmos.

As fémeas de S. mansoni depositam seus ovos na circulagdo mesentérica, especialmente
em ramos venosos nas proximidades do intestino (Colley, Bustinduy et al. 2014). Esses ovos
atravessam a parede intestinal em dire¢do ao limen para serem liberados nas fezes, dando
continuidade ao ciclo do parasito (Schwartz and Fallon 2018). Considerando que as tinicas
mucosa e submucosa sao regides altamente vascularizadas, com destaque para a rica rede de
vasos presentes na submucosa, ¢ plausivel que essa caracteristica anatomica favoreca a
deposicao dos ovos nesse local, justificando a localizacao preferencial de granulomas nessa
camada. Por outro lado, a presenca de granulomas com maior area na tinica mucosa no 1D,
pode estar relacionada a presenca de vilosidades na parede intestinal, que aumenta a area dessa
tunica, onde ocorre a etapa final do deslocamento para liberagdo dos ovos em no lumen (Chuah,
Jones et al. 2014). Nessa regido, a resposta granulomatosa pode contribuir mecanicamente para
a expulsdo dos ovos, sugerindo que esses granulomas estejam funcionalmente associados a

liberagao desses ovos.

Estudos prévios indicam que apenas ovos maduros sdo eliminados junto as fezes do
hospedeiro definitivo (Takaki, Rinaldi et al. 2021). Através da liberacao dos antigenos soluveis
(SEA), secretados pela larva miracidio pelos poros do ovo, tais moléculas atraem células
inflamatorias responsaveis por iniciar a formagdo dos granulomas (Gryseels, Polman et al.
2006, Hams, Aviello et al. 2013, Chuah, Jones et al. 2014). Os resultados da observagao de ovos
isolados, encontrados majoritariamente no ID, principalmente nas por¢des proximal e medial,
enquanto encontrados em menor propor¢ao no ID distal, sugerem que as larvas dos ovos que

alcancam as regides mais proximais do intestino — onde foi encontrada a maior frequéncia de
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ovos isolados — ainda ndo estejam completamente maduras. A maturagdo ¢ a consequente
liberagdo de antigenos seriam determinantes para a ativacao do sistema imune e para o

estabelecimento da resposta granulomatosa (Costain, MacDonald et al. 2018).

Adicionalmente, a menor presencga de ovos isolados nas demais porg¢des (ID distal, IG
proximal e IG distal) pode estar relacionada com a natureza da parede do intestino. Para suportar
essa hipdtese, € necessario considerar novamente as particularidades da natureza do tecido. O
ID ¢ anatomicamente dividido em trés regidoes — duodeno, jejuno e ileo. A partir do ileo, sdao
encontradas estruturas de tecido linféide associados a mucosa (MALT), como as PP,
constituidas por aglomerados organizados de células imunes responsaveis pela vigilancia e
homeostase intestinal (Turner, Narang et al. 2012). Sendo essa regido particularmente rica em
células do sistema imune, ¢ plausivel que a resposta inflamatéria frente a infeccdo seja mais
intensa. Foi mostrado que o S. mansoni explora as PP como rota preferencial para a liberagao
de ovos (Turner, Narang et al. 2012). Esse cenario poderia explicar a menor propor¢ao ovos

isolados nas porg¢des que comportam as PP.

Os granulomas constituem um ecossistema dindmico, que sofre mudangas ao longo do
tempo (Malta, Silva et al. 2021). Para granulomas hepaticos, estd bem estabelecida a
classificagdo desses sistemas em fase pré-granulomatosa, com estagio PE, e em uma fase
granulomatosa, com os estdgios NE, EP, e involuindo para um estagio P (Amaral, Silva et al.
2017, Malta, Silva et al. 2021, Malta, Palazzi et al. 2022, Barata, Malta et al. 2025). Conforme
estudos anteriores do grupo, essa classificagdo pode também ser aplicada para granulomas
formados em outros 6rgdos-alvo, como o intestino (Amaral, Silva et al. 2017). No entanto,
sugere-se que os granulomas intestinais e hepdaticos apresentam caracteristicas proprias
(Weinstock and Boros 1983). Granulomas hepaticos falham em eliminar os ovos do parasito,
0s quais permanecem aprisionados no tecido hepéatico. Tal retengdao permite a evolugdo dos
granulomas hepaticos para estdgios granulomatosos mais avangados, onde ha maior deposi¢ao
de matriz extracelular rica em colageno, principalmente na fase cronica da doenca (Amaral,
Silva et al. 2017). Ja no intestino, os granulomas esquistossomoticos sao associados com a
liberacdo dos ovos (Schwartz and Fallon 2018). Consequentemente, ¢ de se esperar que
granulomas em estdgios evolutivos mais maduros sejam encontrados em menor propor¢ao no
intestino (Chuah, Jones et al. 2014, Schwartz and Fallon 2018). Nossos dados mostraram
exatamente isso — maior propor¢ao de granulomas em estdgios iniciais de formagao (PE).
Enquanto o estadgio PE ¢ o mais frequente nos ID e IG, conforme aqui demonstrado, granulomas

NE predominam no figado durante a infec¢do aguda experimental (Amaral, Silva et al. 2017,



74

Malta, Palazzi et al. 2022, Barata, Malta et al. 2025). Nos intestinos, a predominancia de
granulomas imaturos (PE), onde ha maior infiltracdo celular ¢ menor deposi¢do de matriz
extracelular e, portanto, mais maleaveis, pode ser um fator importante para auxiliar na
translocacdo do ovo pela parede intestinal (Silva 1998, Schwartz and Fallon 2018) e dar

continuidade ao ciclo do parasito.

O mapeamento detalhado de toda a extensdo intestinal permitiu evidenciar o carater
dinamico dos granulomas esquistossomoticos e caracterizar subdivisoes iniciais e tardias de
cada estagio, além de algumas particularidades. Destacou-se a robusta presenca de necrose em
granulomas NE que, diferentemente dos hepaticos, apresentam-se numerosos e
majoritariamente de forma difusa no granuloma. Além disso, foi possivel observar também
areas iniciais de necrose em granulomas tipicamente da fase PE, indicando uma subdivisio
tardia do estdgio PE; bem como em granulomas tipicamente EP, indicando uma subdivisao
inicial desse estagio. Sabe-se que a necrose tecidual em granulomas hepaticos € periovular em

resposta aos antigenos hepatotoxicos liberados pela larva miracidio (Amaral, Silva et al. 2017).

No contexto intestinal, a rica presenga de necrose tecidual pode estar associada & morte
das células epiteliais durante a formacdo da resposta granulomatosa responsavel pela
translocag¢do dos ovos pela parede do o6rgdo. Curiosamente, NE foi a segundo estdgio mais
frequente no IG. Considerando-se a hipotese apresentada anteriormente em relagdo a
composi¢do tecidual desse seguimento, que resultaria no transito mais lento dos ovos em
direcdo ao lumen, a frequente presenca de necrose caracteristica desse estagio pode estar
associada a uma adaptagdo aos obstaculos intrinsecos do 6rgdo para transportar os ovos pela
parede do IG. Enquanto no ID o segundo estdgio mais encontrado foi o EP, indicando a
formagdo de granulomas maduros de ovos que possivelmente ndo obtiveram sucesso em
alcancar o limen e completar o seu ciclo. Estudos futuros poderdao complementar a
caracterizagao desses estagios partir da identificagdo detalhada das populagdes celulares e dos
componentes de MEC, elucidando o possivel papel de cada um dos estdgios no contexto

intestinal.

Os eosindfilos colonizam robustamente os granulomas formados durante a infec¢ao por
S. mansoni. A eosinofilia, tanto sanguinea como tecidual, ¢ uma caracteristica marcante durante
a esquistossomose mansonica. Estudos prévios demonstram que, durante a fase aguda, os
eosinofilos podem representar até 60% das células presentes em granulomas hepaticos (Amaral,

Silva et al. 2017, Malta, Palazzi et al. 2022).
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No presente trabalho, foi observado uma rica populacao de eosinéfilos em granulomas
PE - estagio mais frequente encontrado. No ID, essa populagio apresentou redugdo progressiva
ao longo dos estagios evolutivos, evidenciando o carater dinamico da participagdo dos
eosinofilos em paralelo & maturacdo granulomatosa. Esse achado refor¢a a ideia de que os
eosinofilos se reorganizam a medida que o granuloma evolui. Além disso, evidencia um padrao
semelhante aos observados em granulomas hepaticos (Barata, Malta et al. 2025), sugerindo que
a dinamica de colonizagdo dessas células possa seguir principios semelhantes nos diferentes
orgaos. No IG, nao foram observadas diferengas significativas na densidade de eosinofilos entre
os estagios e, considerando o intestino como um todo, a populacdo de eosinéfilos se mantém

constante em granulomas maduros.

Apo6s a quantificagdo da populagdo eosinofilica, buscou-se caracterizar a distribuigao
dessas células no interior de granulomas em estagios maduros, por apresentarem maior
organizagdo estrutural e compartimentalizagdo celular. Estudos prévios do grupo utilizando
uma estratégia de zonagdo em cada granuloma individualizado demonstraram localizacao
preferencial de eosinofilos na zona periférica de granulomas hepaticos (Barata, Malta et al.
2025). No presente trabalho, foi observado padrio semelhante no intestino, com maior
proporcao de eosindfilos concentrada nas zonas periféricas de granulomas intestinais maduros.
Ao considerar o nimero de eosinofilos em relagdo a area de cada zona, a densidade dessas
células se mostrou superior na zona medial. Andlises combinadas das zonas periovular+medial
e medial+periférica, refor¢aram a localizagdo preferencial dos eosindfilos mais externamente
no granuloma, indicando que essas células ocupam um nicho espacial nas zonas medial e

periférica em granulomas intestinais.

Para aprofundar a compreensdo funcional dessa distribuigdo, foram realizadas
imunomarcagdes para MBP-1, proteina cationica classicamente reconhecida como marcador
tanto da localizacdo de eosindfilos como da desgranulagdo destas células (Barata, Malta et al.
2025). Nos granulomas maduros (fase granulomatosa), a maior propor¢io de MBP-1
concentrou-se na periferia em comparacdo com as demais zonas, confirmando a localizagao

preferencial de eosindfilos nessa zona.

Marcacdes com CD34 - importante marcador de eosinofilos imaturos comprometidos
com a linhagem eosinofilica (Sergejeva, Johansson et al. 2004) - associados as marcagdes de
MBP-1, revelaram co-localizacdo e concentracao da positividade dessas marcagdes nas zonas
periféricas, corroborando a ocorréncia de maturacdo e diferenciagdo de eosindfilos em

granulomas esquistossomaticos.
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Em conjunto, esses achados alinham-se aos previamente descritos no figado (Barata,
Malta et al. 2025), sugerindo que os eosin6filos apresentam um nicho ecoldgico nas zonas mais
periféricas de granulomas intestinais maduros. O termo ‘“nicho ecoldgico” abrange um
microambiente especifico, no qual as células podem se estabelecer, diferenciar e interagir com
outras populacdes celulares (Malta, Silva et al. 2021, Barata, Malta et al. 2025), podendo ser
utilizado para caracterizar a compartimentalizacdo espacial dos eosindfilos demonstrada. A
predominancia de eosinofilos em areas distantes dos ovos desafiando a visao classica de que os
eosindfilos atuam exclusivamente como ‘matadores de helmintos’ durante a resposta
granulomatosa, apontam para um papel potencialmente mais complexo na organizagdo e

modula¢do do microambiente inflamatorio.

A partir desses achados, surgiu a seguinte questdo: como se caracteriza o perfil

fenotipico dos eosindfilos durante a infec¢ao intestinal por S. mansoni?

Para responder a essa pergunta, subpopulagdes de eosinofilos foram identificadas por
citometria de fluxo, a partir do homogenato das porgdes intestinais analisadas. E importante
ressaltar que para essas analises ndo foi possivel isolar especificamente as células dos
granulomas. Dessa forma, as analises fenotipicas foram realizadas considerando a populagao
total de eosinodfilos presente nas amostras, englobando tanto aqueles localizados nos

granulomas quanto os presentes no tecido intestinal.

Sabe-se que os eosinodfilos sdo encontrados predominantemente no trato gastrointestinal
e estdo entres os leucocitos residentes intestinais mais abundantes, podendo ocupar cerca de 20-
30% dos leucdcitos totais encontrados na lamina propria (Weller and Spencer 2017). Em
condig¢des inflamatorias, os eosindfilos podem sofrer remodelamento fenotipico e expandir sua
populagdo por meio do recrutamento de novos eosinofilos da circulacdo, modificando sua
atuacdo no microambiente intestinal (Weller and Spencer 2017). Os primeiros resultados dessa
andlise revelaram um aumento expressivo na populagdo total de eosindfilos (SiglecF+) no
contexto da infec¢do, quando comparado aos animais controle, indicando a intensa infiltragao

de novos eosinofilos para o 6rgao.

Ao analisar os eosinofilos residentes do intestino, tipicamente marcados com CD1l1c¢
(Larsen, Dockstader et al. 2022), observou-se que a propor¢ao desse fendtipo eosinofilico foi
significativamente menor em comparagdo a propor¢ao apresentada nos animais controle. Esse
achado sugere que, frente aos estimulos inflamatérios desencadeados pela infecgdo parasitaria,

ha predominancia de eosinofilos infiltrantes no intestino, recrutados a partir da circulacdo. Além
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disso, indica um possivel remodelamento fenotipico dos eosindfilos residentes, que podem

perder a expressao de CD11c, refletindo adaptagdo ao contexto inflamatorio.

Estudos recentes propdem a subdivisdo funcional dos eosindfilos em dois perfis:
eosinéfilos do tipo 1 (E1) e eosindfilos do tipo 2 (E2), sugerindo que estimulos diferentes
podem direcionar vias distintas em eosindfilos (Dolitzky, Shapira et al. 2021, Dolitzky, Hazut
et al. 2022). Os El estariam associados a resposta do tipo Thl, induzidos sob estimulos do
IFN—y. Esse perfil estaria relacionado a potencializagdo de mecanismos da imunidade inata,
apresentando carater pré-inflamatoério e imunoregulador, com liberagdo de mediadores de
resposta do tipo 1, como IL-12. Por outro lado, os E2 estariam associados a resposta do tipo
Th2, induzidos sobre estimulos de IL4. Esse perfil apresenta cardter mais anti-inflamatorio,
associado a modulagao e resolugao da inflamagao, com liberagao de mediadores de resposta

tipo 2 como IL-4, IL-10 e IL-13 (Dolitzky, Shapira et al. 2021, Dolitzky, Hazut et al. 2022).

Diante desse cendrio, buscou-se caracterizar os perfis de eosinéfilos intestinais durante
a infec¢ao aguda por esquistossomose mansoni. Os resultados revelaram aumento significativo
de eosindfilos E1 nos animais infectados em comparacao aos animais controle, nos quais essa
subpopulagdo estava praticamente ausente. De modo semelhante, também foi observado
aumento significativo de eosindfilos E2 nos animais infectados em comparagdo a propor¢ao
encontrada no controle. A dindmica dessas subpopulagdes ao longo das porgdes de ID e IG,
apresentou-se inversamente proporcional. Enquanto foi observado tendéncia a reducdo de E1
nas porg¢des do ID, observou-se crescimento de E2 nessas porgdes. Ao passo que, enquanto foi
observado tendéncia ao crescimento da subpopulagdo de E1 nas por¢des do IG, observou-se

uma diminui¢do no IG proximal.

Interessantemente, as porcdes ID distal e IG distal, onde foram encontradas diferengas
de densidade e propor¢ao de granulomas, também apresentaram modulagdo fenotipica
eosinofilica distinta. No ID distal, por¢cdo que apresentou maior frequéncia de granulomas,
observou-se menor propor¢ao de eosinodfilos de E1 e maior propor¢ao de E2. Ja no IG distal,
por¢do que apresentou menor frequéncia de granulomas, verificou-se maior proporcao de El e
auséncia de diferenca de E2 quando comparado ao controle dessa por¢do. Sendo E2 associada
a resposta Th2 que marca o inicio da resposta granulomatosa, ¢ plausivel que a auséncia de
diferenca da propor¢do dessa subpopulagdo (E2) entre animais infectados e controle no IG
distal, possa estar relacionada a baixa densidade e propor¢ao de granulomas encontrados neste

seguimento quando comparado ao ID distal.



78

Esses achados apontam para o remodelamento geral da resposta imune eosinofilica
frente a infeccdo aguda por S. mansoni. Durante a infeccdo, a resposta ¢ inicialmente
caracterizada pelo perfil Th1, com expressao de citocinas pro-inflamatorias, como TNF-a, IFN-
yeasIL-1,-2e-12 (Zheng, Zhang et al. 2020). Com o inicio da oviposi¢ao a partir da sexta
semana, antigenos excretados pelos ovos induzem a mudanga gradual de perfil de resposta para
Th2, com expressao de IL-4, -5 e -13 (Zheng, Zhang et al. 2020). Essa mudanga no eixo da
resposta imune esta associada ao aumento da eosinofilia tecidual e a formagao de granulomas,
fendomenos que, no presente estudo, se refletem na predominancia de granulomas em estagio

PE e na presenca de uma populagio robusta de eosindfilos nesse estagio.

Em conjunto, os achados indicam que a resposta eosinofilica durante a infec¢ao por S.
mansoni ¢ dinamicamente modulada pelo microambiente intestinal, apresentando variagdes
regionais na polarizagdo funcional dessas células. A diferenga na predominancia entre os perfis
E1l e E2 ao longo dos segmentos intestinais associa-se a carga granulomatosa local, sugerindo
que os eosindfilos ndo apenas participam da formacgao do granuloma, mas também refletem e
possivelmente modulam a organizacdo ¢ a intensidade da resposta inflamatoria de maneira

espaco-dependente.
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7.CONCLUSOES

7.1. Mapeamento de granulomas no intestino

- O intestino delgado ¢ mais acometido pela infec¢@o por S. mansoni (formagao de granulomas

e ovos isolados).

- A maioria dos granulomas formados durante a infec¢do encontra-se na regido submucosa, ID
e IG. A submucosa ¢ constituida de tecido conjuntivo, bastante vascularizado, o que a
caracteriza como um alvo estratégico para o parasito a fim de obter sucesso na liberagdo dos

ovos através da parede intestinal.

- Nesse trabalho foi identificado granulomas no estagio NE. Comparado ao granuloma hepatico,
a necrose nos granulomas intestinais ocorre majoritariamente de maneira difusa por toda a
extensdo do granuloma, podendo estar associada a liberacao de espaco tecidual para o transporte

dos ovos.

- PE ¢é o estagio evolutivo mais frequente. Granulomas PE sdo marcados por seu carater
dinamico e maleéveis, cuja principal fun¢do no contexto intestinal € carrear os ovos do parasito

através da parede em dire¢@o ao limen do 6rgao.

7.2. Mapeamento de eosinofilos em granulomas intestinais

- A populacdo de eosinofilos apresentou uma reducdo progressiva ao longo dos estagios
evolutivos no ID, refor¢ando a ideia de que eosindfilos se reorganizam a medida que o

granuloma evolui.

- Eosindfilos possuem um nicho ecologico em granulomas maduros intestinais na regiao
medial- periférica, onde se estabelecem e sofrem matura¢do (positividade para MBP-1 e
CD34+). Isso indica um papel mais complexo na organizacao e modulagdo do microambiente

inflamatorio.

- A presenga de subpopulacdes de eosindfilos (E1 e E2) indica que essas células modulam a

organizacao e a intensidade da resposta inflamatdria ao longo das porg¢des do intestino.
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- A predominancia de subpopulacdes E2 em todas as porgdes indicam que os eosindfilos

apresentam um papel mais associado a resposta Th2, a modulacdo e resolucao da inflamacgao.

- Em conjunto, o presente trabalho amplia o entendimento da dindmica da inflamacao
granulomatosa intestinal durante a infeccdo aguda por S. mansoni e identifica, pela primeira
vez, um nicho ecoldgico de eosinodfilos em granulomas maduros. A compartimentaliza¢ao
predominante de eosindfilos fora da regido periovular ndo favorece um papel direto destas
células em relagdo ao parasito. Os achados avangam no entendimento das funcionalidades dos

granulomas e dos eosinofilos durante a esquistossomose mansoni intestinal.
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