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RESUMO

Eosinéfilos tém sido historicamente associados a protecdo do hospedeiro contra helmintos
como o Schistosoma mansoni — o agente causador da esquistossomose —, uma doenca tropical
negligenciada. Estas células se acumulam massivamente em granulomas, principalmente no
figado, sendo a principal caracteristica histopatologica desta infec¢gdo. Como os eosinofilos
impactam a vida do granuloma permanece desconhecido. Um grande desafio na compreensao
do papel dos eosinodfilos nessa infec¢do ¢ a natureza dindmica e complexa dos granulomas.
Neste trabalho, eosinéfilos foram mapeados ao longo dos estagios evolutivos de granulomas
hepaticos durante a infeccdo experimental (camundongos Swiss) e natural (reservatorio
silvestre Nectomys squamipes) por S. mansoni. Fragmentos de figado de ambos os modelos
foram processados para andlises histopatologicas por Whole Slide Imaging (WSI). Os seguintes
parametros dos granulomas foram avaliados: (i) identificagcdo e distribuicdo; (ii) area; (iii)
delimitagdo das zonas espaciais; (iv) quantificacdo de eosinofilos e outras células; (v)
imunomarcagdo para MBP-1. Eosinofilos foram avaliados qualitativamente e quantitativamente
por microscopia eletronica de transmissdo (MET). A reconstru¢do tridimensional (3D) de
granulomas inteiros em cada estdgio evolutivo também foi realizada. Com isso, foi descoberto
que os granulomas sdo um sistema evolutivo com uma natureza dindmica devido as mudancas
graduais em sua microarquitetura. Em granulomas de ambas as infec¢des experimental e
natural, os eosindfilos estdo espacialmente organizados e ocupam um importante nicho
ecoldgico periférico conservado ao longo de sua evolugdo espago-temporal. A imunomarcagao
de MBP-1 em granulomas do modelo experimental confirmou a localizacdo espacial
preferencial de eosindfilos. Andlises ultraestruturais mostraram a interagdo robusta de
eosin6filos maduros e imaturos com outras células imunes neste nicho e identificou que estas
células finalizam sua maturag@o nos granulomas e desgranulam principalmente por piecemeal.
Esta compartimentalizacdo espacial, ndo associada aos ovos do parasito, desafia o conceito de
eosinofilos atuando como células “matadoras de helmintos™ e reforcam sua visdo como uma
célula imunorreguladora na esquistossomose. A descoberta do nicho ecoldgico de eosindfilos
na periferia de granulomas contribui para melhor entendimento da complexidade bioldgica da

interacdo eosindfilos-parasito-microambiente durante infecgdes helminticas.

Palavras-chave: eosinodfilos; esquistossomose; granulomas; figado; infeccdo experimental;

infec¢do natural; histopatologia; microscopia eletronica; reservatorio silvestre; nicho ecologico.



ABSTRACT

Eosinophils have historically been credited with host protection against helminths such as
Schistosoma mansoni — the causal agent of schistosomiasis —, a neglected tropical disease.
These cells massively accumulate within granulomas, mainly in the liver, the pathological
hallmark of Schistosoma infection. The way in which eosinophils impact the granuloma life
remains controversial. A big hurdle in understanding the eosinophil role in schistosomiasis is
the complex and dynamic granuloma nature. In this work, eosinophils were mapped across
evolutional hepatic granulomas during experimental (Swiss mice) and natural (wild reservoir
Nectomys squamipes) S. mansoni infection. Liver fragments from both models were prepared
for histopathological analysis of Whole Slide Imaging (WSI). The following parameters of the
granulomas were evaluated: (i) identification and distribution; (ii) area; (iii) delimitation of
spatial zones; (iv) quantification of eosinophils and other cells; (v) immunostaining for MBP-
1. Eosinophils were also qualitatively and quantitatively evaluated by transmission electron
microscopy (TEM). A three-dimensional (3D) reconstruction of entire granulomas across all
evolutional stages was also performed. Thus, we discovered that granulomas are an
evolutionary system with a dynamic nature due to gradual changes in their microarchitecture.
In granulomas from both experimental and natural infections, eosinophils are spatially
organized and occupy an important peripheral ecological niche conserved throughout space and
time. MBP-1 immunostaining in granulomas from the experimental model confirms the
preferential spatial localization of eosinophils. Ultrastructural analyses displayed a robust
interaction of mature and immature eosinophils with other immune cells in this niche and
identified that these cells complete their maturation within granulomas and degranulate by
piecemeal. This spatial compartmentalization, not associated with parasite eggs, challenges the
concept of eosinophils as a “helminth killer” cell and invigorates their view as an
immunoregulatory cell in schistosomiasis. The discovery of the ecological niche of eosinophils
within the granuloma periphery contributes to a better understanding of the biological

complexity of eosinophil-parasite-microenvironment interaction during helminth infections.

Keywords: eosinophil; schistosomiasis; granulomas; liver; experimental infection; natural

infection; histopathology; electron microscopy; wild reservoir; ecological niche.
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1. INTRODUCAO

A esquistossomose ¢ uma doenga tropical negligenciada (DTN) de grande importancia
clinica e socioecondmica causada pelos vermes trematdodeos do género Schistosoma
(PIROVICH; DA’DARA; SKELLY, 2022). Dados globais mostram que a transmissdo desta
doenga ocorre em 78 paises, com mais de 200 milhdes de pessoas afetadas, e mais de 200 mil
mortes ocorrendo anualmente (COLLEY et al., 2014; SKELLY; DA’DARA, 2023).

Dentre as espécies do género, existem trés principais que causam a doenga em humanos:
S. mansoni, S. haematobium e S. japonicum, com ocorréncia no Brasil apenas da espécie S.
mansoni (AMARAL et al., 2017; MCMANUS et al., 2018). Atualmente, estima-se que mais
de 1,5 milhdo de pessoas vivem em areas de risco de transmissdo do parasito no Brasil e mais
de 423 mil casos foram registrados entre os anos de 2009 e 2019 (SECRETARIA DE
VIGILANCIA EM SAUDE, 2021).

Apesar da extensa pesquisa em esquistossomose e dos grandes avangos cientificos,
ainda hd muito a se aprender sobre a doenca, especificamente no que diz respeito ao melhor
tratamento e desenvolvimento de vacinas (HOTEZ, 2017). Desde 1970, o praziquantel, apesar
da eficacia incompleta e da possibilidade de resisténcia ao farmaco, tem sido a quimioterapia
de escolha no tratamento da esquistossomose e, até o momento, ainda ndo hé vacina eficaz
disponivel contra esta doenga (MALTA et al., 2021).

A principal caracteristica da esquistossomose mansdnica ¢ a resposta inflamatoria
granulomatosa desenvolvida em torno dos ovos do parasito, principalmente no figado e no
intestino (LLANWARNE; HELMBY, 2021). Os granulomas esquistossomoticos sdo estruturas
esféricas, bem organizadas e dindmicas, formadas pelo ovo do parasito e por grupos de células
inflamatorias e residentes que interagem entre si € com os componentes de uma matriz
extracelular heterogénea (MALTA et al., 2021, 2022).

Os granulomas possuem, como fung¢ao principal, a prote¢ao do tecido hepatico, isolando
as toxinas secretadas pelos ovos (PAGAN; RAMAKRISHNAN, 2018; TAKAKI et al., 2021).
No entanto, o papel dos granulomas ainda ¢ bastante discutido e considerado paradoxal, ou seja,
enquanto atuam como uma barreira fisica entre o ovo e o tecido circundante para minimizar o
dano causado pelos ovos, também constituem a causa da patologia em individuos infectados
com subsequente formagao de fibrose (HAMS; AVIELLO; FALLON, 2013).

Durante sua formagdo, os granulomas esquistossomoticos passam por mudangas
morfoldgicas em sua composi¢ao celular e na matriz extracelular. Nosso grupo de pesquisa vem

investigando essa composi¢ao, com foco no estudo dos eosinéfilos, células que se acumulam
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acentuadamente na esquistossomose mansonica (AMARAL et al., 2017; DIAS et al., 2018;
MALTA et al., 2021, 2022). Classicamente, a funcao de eosinofilos esta associada com a
protecdo do hospedeiro a partir da capacidade dessas células de desgranular, ou seja, liberar
proteinas toxicas provenientes de seus granulos de secrecdo (WELLER; SPENCER, 2017). No
entanto, o papel dos eosinédfilos na esquistossomose mansdnica ainda ¢ pouco entendido.
Permanece obscuro se estas células atuam como células efetoras contra o parasito; moduladores
da resposta imune; participantes do metabolismo tecidual ou meramente operadores na
remodelagem e eliminagdo de restos celulares apos dano tecidual (MALTA et al., 2022).

Para gerar conhecimento quanto ao papel dos eosindfilos, ¢ importante entender a
biologia dos eosindfilos no microambiente dos granulomas induzidos pela infec¢do por S.
mansoni. Aspectos como a migragdo/distribuicdo de eosinofilos e suas interagdes dentro de
granulomas permanecem pouco entendidos, especialmente devido ao desafio imposto pela
complexidade desses granulomas.

No presente trabalho, estudamos em detalhes, a partir da aplicagdo de técnicas
histopatologicas e reconstru¢des tridimensionais, a localizagdo espacial de eosinofilos em
granulomas formados no figado durante a esquistossomose mansonica usando dois modelos de
infeccdo: experimental (camundongos Swiss) e natural (reservatorio silvestre Nectomys

squamipes).



18

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

2.2

.

Investigar a dindmica espago-temporal de eosindfilos em granulomas hepaticos durante a

infeccdo experimental e natural por Schistosoma mansoni.

Objetivos especificos

Caracterizar o processo de formacdo de granulomas na infeccdo aguda e cronica
experimental (camundongos Swiss) por S. mansoni,

Investigar o recrutamento e distribui¢do espacial de eosindfilos nos diferentes estagios
evolutivos de granulomas na infec¢do aguda e cronica experimental por S. mansoni;
Investigar os aspectos ultraestruturais de eosindfilos em granulomas no modelo
experimental de infecgdo por S. mansoni;

Avaliar a distribuicdo espacial da Proteina Basica Principal (MBP)-1 nos estdgios
evolutivos de granulomas na infec¢do aguda e cronica experimental por S. mansoni;
Investigar o recrutamento e distribui¢do espacial de eosindfilos nos diferentes estagios
evolutivos de granulomas na infec¢do natural (reservatorio silvestre N. squamipes) por S.
mansoni;

Elaborar reconstrugdes tridimensionais (3D) dos diferentes estagios evolutivos do

granuloma, em modelo experimental e natural da infec¢do;
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Aspectos gerais da esquistossomose

A esquistossomose ¢ uma DTN de grande importancia clinica e socioecondmica causada
pelos vermes trematodeos do género Schistosoma (PIROVICH; DA’DARA; SKELLY, 2022).
A doenga ¢ geralmente endémica em comunidades rurais de baixa renda, com acesso limitado
a agua potavel, condi¢cdes de saneamento inadequados e sem acesso a postos de saide com
estrutura para atender a demanda (AULA et al., 2021).

Dentre as espécies do género, existem trés principais que causam a doenca em humanos:
S. mansoni, S. haematobium e S. japonicum, com ocorréncia no Brasil apenas da espécie S.
mansoni (AMARAL et al., 2017; MCMANUS et al., 2018). A espécie foi introduzida no pais
durante o periodo da escraviddo, onde a partir do trafico de escravos africanos infectados, o
parasito encontrou um ambiente propicio para seu desenvolvimento, devido a presenca de um
hospedeiro intermediario suscetivel (moluscos do género Biomphalaria) (KATZ; ALMEIDA,
2003; SOUZA et al., 2011).

Recentemente, a Organizagdo Mundial da Satde (OMS) renovou os esfor¢os na luta
contra DTNs a partir das diretrizes para DNTs 2021-2030 para alcangar os objetivos de
desenvolvimento sustentavel no planeta (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020b). Este
roteiro contou com a contribui¢do de 194 paises durante a 73* Assembleia Mundial da Satde
em novembro de 2020 (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020a). As atividades a serem
executadas para a eliminagdo da doenca se baseiam em trés pilares principais, que sdo: (i) agao
para reduzir a incidéncia, prevaléncia, morbidade, incapacidade e morte; (ii) abordagens
transversais usando uma prestacdo integrada de intervengdes para DTNs; e (iii)) mudanca de
modelos operacionais para que todos os paises possuam programas contra DTNs (WORLD

HEALTH ORGANIZATION, 2020b).

3.1.1. Dados epidemiologicos

Dados publicados pela OMS mostram que a transmissdo desta doenga ocorre em 78
paises (Figura 1), com mais de 200 milhdes de pessoas afetadas e mais de 200 mil mortes
ocorrendo anualmente (COLLEY et al., 2014; SKELLY; DA’DARA, 2023). Além disso,

estimativas apontam que mais de 779 milhdes de pessoas estdo sob risco de infecgdo, sendo
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85% dessa populagdo habitante do continente africano, que € o mais afetado por esta doenca
(TEFERA; BELAY; BAJIRO, 2020).

Fora do continente africano, o Brasil ¢ um dos paises mais afetados pela doenga, onde
atualmente, estima-se que mais de 1,5 milhdo de pessoas vivem em éreas de risco de
contaminagdo pelo parasito no Brasil e mais de 423 mil casos foram registrados entre os anos
de 2009 e 2019. Os estados considerados de transmissdo endémica de esquistossomose sao 0s
estados de Alagoas, Bahia, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Paraiba, Sergipe, Espirito Santo
e Minas Gerais. Outros estados como o Para, Maranhao, Piaui, Ceara, Rio de Janeiro, Sdo Paulo,
Santa Catarina, Parana, Rio Grande do Sul, Goias e no Distrito Federal, a transmissao ¢
considerada focal, ndo atingindo grandes areas (SECRETARIA DE VIGILANCIA EM
SAUDE, 2021).

Prevaléncia da esquistossomose

W Alta (>50%) f '
Moderada (10-49%) !
Baixa (<10%)

B N3o aplicavel
Paises que requer avaliagdo
Paises ndo-endémicos

Figura 1. Mapa da prevaléncia da esquistossomose no mundo. Fonte: Adaptado de MCMANUS et al.,
(2018).

3.2. Ciclo de vida do Schistosoma mansoni

O ciclo de vida do S. mansoni (Figura 2) possui duas fases distintas para o seu
desenvolvimento: a fase sexuada, que ocorre em um hospedeiro definitivo (seres humanos e
outros mamiferos), e a fase assexuada, que ocorre no hospedeiro intermediario (moluscos de
agua doce: Biomphalaria sp.) (MCMANUS et al., 2018). Além dos seres humanos, outros
hospedeiros vertebrados que podem ser infectados naturalmente pelo parasito sdo roedores,

primatas ndo-humanos, artiodatilos, insetivoros e procionideos, que servem como reservatorios
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silvestres, ou seja, sdo indicativos da presenca do parasito em uma determinada regido (LEGER;

WEBSTER, 2017; STANDLEY et al., 2012).
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Figura 2. Ciclo de vida do Schistosoma mansoni. Fonte: Elaborado pelo autor utilizando o website

BioRender.com.

3.2.1. Fase assexuada

A fase assexuada do ciclo de vida do S. mansoni se inicia a partir da eliminacdo dos
ovos do parasito com as fezes do hospedeiro vertebrado em ambientes aquaticos de pouca
movimenta¢do. Entdo, em condi¢des 6timas de temperatura, luminosidade e oxigenagdo, as
larvas dos ovos eclodem, dando origem a larvas ciliadas natantes denominadas miracidios e
infectam seus hospedeiros intermedidrios, os moluscos, em resposta aos estimulos do
hospedeiro no ambiente aquéatico (SOUZA et al., 2011; VON BULOW et al., 2021).

Durante o processo de penetragdo do parasito no interior do molusco, os miracidios se
transformam em esporocistos primarios, apds perderem suas placas ciliadas, que por sua vez,
iniciam a replicagdo de suas células germinais para a formag¢ao de esporocistos secundarios, em

um processo denominado poliembrionia. Estes esporocistos passam a colonizar outros tecidos
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do molusco e podem dar origem a mais esporocistos secundarios ou iniciar a embriogénese para
produzir a forma infectante ao hospedeiro definitivo, que sdo denominadas de cercarias. Cada
esporocisto pode formar milhares de cercérias com cauda bifurcada que serdo liberadas pelo
molusco de volta ao ambiente aquatico e estdo aptas a infectarem o hospedeiro vertebrado

(COLLEY etal., 2014; GRYSEELS, 2012; SOUZA et al., 2011; WANG et al., 2018).

3.2.2. Fase sexuada

A fase sexuada se inicia a partir da penetrag@o das cercérias de S. mansoni no hospedeiro
definitivo. A penetragdo ocorre na pele ou na mucosa do hospedeiro vertebrado por esfor¢o
mecanico juntamente com a agdo de enzimas proteoliticas, uma vez que o hospedeiro entre em
contato com aguas contaminadas pelas larvas. Ao adentrar o hospedeiro, as larvas sofrem
alteracdes fisioldgicas, perdendo sua cauda bifurcada e transformando-se em esquistossomulos
que migram subcutaneamente até o coragdo e, posteriormente, aos pulmdes, onde retornam ao
coracdo para serem transportados pela circulacdo sistémica para outros orgdos até atingir o
sistema portal hepatico. Apos 25 a 28 dias de seu amadurecimento, finalizam sua maturagao
para o acasalamento, formando machos e fémeas adultos (COLLINS et al., 2011; GRYSEELS,
2012).

Ap0s atingir a maturidade sexual, os vermes adultos migram acasalados as vénulas
mesentéricas inferiores, onde eles se nutrem do sangue do hospedeiro. Entdo, a oviposigdo ¢
iniciada e as fémeas chegam a produzir de 100 a 300 ovos por dia. Estes ovos podem ficar
retidos em orgdos como o figado e baco, onde uma resposta inflamatoria granulomatosa
mediada por linfocitos T CD4+ ¢ iniciada em torno dos ovos, mas também sdo capazes de
migrar através da parede vascular, na submucosa intestinal ou chegar ao figado pela circulagao
portal, facilitando sua passagem para o limen intestinal, onde serdo eliminados nas fezes do
hospedeiro, dando continuidade ao ciclo de vida do parasito (GRYSEELS et al., 2006;
SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2014; WANGWIWATSIN et al., 2020).

3.3. Hospedeiros da infec¢io por S. mansoni

3.3.1. Hospedeiros intermediarios

Durante a fase assexuada do ciclo biologico do S. mansoni, a infeccdo do hospedeiro

intermediario pelos miracidios ¢ determinante para a continuidade do ciclo. Portanto, a presenga



23

deste hospedeiro ¢ fundamental pois possibilita a reproducdo assexuada do helminto
(HAILEGEBRIEL; NIBRET; MUNSHEA, 2022). Os moluscos do género Biomphalaria estao
amplamente distribuidos pelo mundo, com um total de 34 espécies identificadas. Destes, 18
espécies sdo consideradas potenciais hospedeiros intermediarios do S. mansoni (AU,
WILLIAMS; HUI, 2023). No Brasil, as espécies B. glabrata, B. tenagophila e B. straminea sao
os hospedeiros intermedidrios do parasito (Figura 3), sendo a espécie B. glabrata a mais
importante devido sua ampla distribui¢do geografica e alta susceptibilidade a infec¢ao

(PEREIRA et al., 2020).

Figura 3. Conchas de (A) Biomphalaria glabrata, (B) Biomphalaria teganophila, e (C) Biomphalaria

straminea, hospedeiros intermediarios do parasito S. mansoni. Fonte: THIENGO et al., (2021).

Normalmente, estes moluscos habitam ambientes aquaticos com pouca correnteza,
como corregos e riachos, onde se distribuem em aguas rasas com luminosidade moderada
préoximos de areas comumente frequentadas por seres humanos (MICHELSON; MOTA, 1982).
Sua presenga ¢ diretamente afetada por diversos fatores, bidticos ou abidticos, como
temperatura, vegetacdo, precipitacdes uso do solo, dentre outros (HABIB et al., 2021).
Mudangas nestes fatores podem afetar a populagdo de moluscos no ambiente e impactar

diretamente a dindmica de transmissao da esquistossomose (SOUZA; MELO, 2012).
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O sucesso na dispersdo de espécies de Biomphalaria em diferentes regides ¢
normalmente associado com o surgimento de novos focos de transmissao de esquistossomose
devido a facilidade destas espécies se adaptarem a areas fora do seu habitat natural (HABIB et
al., 2021). Logo, o conhecimento da distribuicdo geografica de espécies suscetiveis de

Biomphalaria pode auxiliar na compreensao dos aspectos epidemioldgicos da esquistossomose.

3.3.2. Hospedeiros vertebrados

O ser humano ¢ o principal hospedeiro definitivo do S. mansoni, abrigando as formas
adultas do parasito, onde ocorre a fase sexuada do seu ciclo de vida (PICARD et al., 2016). Sua
contaminac¢do ocorre quando o hospedeiro entra em contato com dguas contaminadas com as
cercarias e, uma vez que estas larvas finalizam seu desenvolvimento no sistema portal hepatico,
passam a se dispersar acasalados por diversos 6rgaos do hospedeiro, principalmente no figado
e no intestino (NELWAN, 2019).

A continuidade do ciclo biologico do parasito ocorre a partir da eliminagdo de seus ovos
nas fezes do hospedeiro em ambientes aquaticos, promovendo a contaminacao destes ambientes
(MOLEHIN, 2020). Como consequéncia, outras espécies de mamiferos que entrem em contato
com estas aguas contaminadas podem, eventualmente, se infectar. A literatura reporta a
infeccdo natural de animais silvestres por S. mansoni, tais como primatas, marsupiais, roedores,
dentre outros (MIRANDA et al., 2022). Entretanto, algumas espécies ndo apresentam sinais
clinicos da doenga como acontece em humanos, nem diminui¢do das taxas de reproducao e
sobrevivéncia, sendo considerados como permissivos ou reservatdrios do parasito

(RODRIGUES et al., 2022).

3.3.2.1. Reservatorios silvestres (Nectomys squamipes)

Em regides endémicas, como o Brasil, a presenca de S. mansoni em animais silvestres
¢ considerado um indicio da circula¢do do parasito naquela area (CATALANO et al., 2018).
Todavia, algumas caracteristicas epidemioldgicas nos hospedeiros silvestres sdo importantes na
determinagdo da dissemina¢do do parasito, como por exemplo, a capacidade do helminto de
amadurecer e produzir ovos vidveis no hospedeiro, vida curta dos parasitos nos hospedeiros
imunologicamente resistentes, pouco contato do hospedeiro com os corpos d’agua

contaminados, dentre outros fatores (GENTILE; NETO; SERGIO, 2010).
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Portanto, dos varios animais silvestres que podem ser infectados com o S. mansoni, os
roedores se destacam como os principais reservatorios naturais deste parasito (MIRANDA et
al., 2022). No Brasil, as espécies de roedores consideradas como de maior relevancia, em areas
endémicas de esquistossomose humana, sdo os ratos silvestres Nectomys squamipes e
Holochilus brasiliensis, devido sua ampla distribui¢do geografica, com altas taxas de infec¢do
pelo parasito (DO CARMO-SILVA et al., 2019).

A espécie N. squamipes, popularmente conhecido como rato d’agua (Figura 4), ¢ um
roedor silvestre pertencente a familia Cricetidae e ¢ encontrado em diferentes regides do Brasil,
principalmente nas regides de Mata Atlantica e nos estados de Pernambuco, Rio Grande do Sul,
Paraiba ¢ Parana (GENTILE; NETO; SERGIO, 2010). Eles vivem em areas de estreito contato
com cole¢des de agua doce, como corregos e riachos, e as adaptacdes desta espécie com a vida

semiaquatica contribuem para o ciclo de transmissdo do S. mansoni (COSTA-NETO et al.,
2013).

Figura 4. O reservatorio silvestre Nectomys squamipes, popularmente conhecido como rato d’agua.
Fonte: SILVEIRA, (2018).

A primeira ocorréncia da infec¢ao do rato d’agua pelo S. mansoni foi reportado em 1953
e, a partir de varios estudos subsequentes sobre a interagdo do parasito nesta espécie, foi
possivel compreender a participagdo do rato d’adgua no ciclo de transmissdo do S. mansoni

(LIMA, D. O.; PINHO; FERNANDEZ, 2016). Dentre os principais achados, foi observado que
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o roedor possui uma alta susceptibilidade a diferentes cepas de S. mansoni, é capaz de completar
o ciclo de transmissdo do parasito sem a presenga humana, eliminando ovos viaveis nas fezes
durante seu tempo de vida. Por isso, atualmente, o rato d’agua ¢ considerado o reservatorio
silvestre de S. mansoni mais importante no Brasil (ANTUNES et al., 1971; GENTILE; NETO;
SERGIO, 2010; PICOT, 1992).

3.4. Resposta imune do hospedeiro vertebrado

3.4.1. Imunopatogénese

A infec¢do pelo parasito induz uma resposta imune longa e dindmica com o parasito
ocupando um nicho espacial especifico, ou seja, um micro-habitat no interior do hospedeiro
(GAUSE; URBAN JR; STADECKER, 2003). Durante as fases iniciais de infecgdo
(esquistossdmulo e larvas jovens), a resposta imune inata representa a primeira linha de defesa
contra o parasito, a partir do reconhecimento de antigenos derivados do parasito que sdao
fundamentais para a produg¢do de citocinas e quimiocinas, migracdo celular e resposta
adaptativa (LIMA et al., 2024). Receptores de reconhecimento padrio (PRR — pattern
recognition receptors), principalmente receptores Toll-like (TLR), estdo envolvidos no
reconhecimento de antigenos de S. mansoni, principalmente TLR2, TLR3, TLR4 ¢ TLR9
(JENKINS et al., 2005; JENKINS et al., 2005; JOSHI et al., 2008).

Esta resposta ¢ caracterizada pela presenca de linfocitos T helper (Th), de perfil inicial
T helper tipo 1 (Th1), com a producdo de citocinas pro-inflamatdrias, como o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), interferon-gama (INF-y) e interleucinas (IL) -1, -2 e -12 (DE JESUS et
al., 2002; FALLON; SMITH; DUNNE, 1998; STADECKER; HERNANDEZ, 1998). Nesta
fase da infec¢do, a resposta Th1l do hospedeiro pode causar tosse seca, febre e angioedema,
além do aumento da proliferacdo de eosinofilos na corrente sanguinea (GRYSEELS et al.,
2006; JAUREGUIBERRY; PARIS; CAUMES, 2010).

Com a evolugdo da infec¢do para a deposi¢ao de ovos dos parasitos pelo verme adulto
fémea, os antigenos soluveis excretados pelos ovos (SEA — soluble egg antigens) induzem uma
resposta de perfil T helper tipo 2 (Th2) dominante (ABDEL AZIZ et al., 2022). Este perfil
inflamatorio ¢ caracterizado pela presenca de IL-4, -5 e -13, além da produgdo ativa de
imunoglobulina E (IgE) (SCHWARTZ; FALLON, 2018). Conforme a doenga progride para a
fase cronica, o perfil de reposta Th2 ¢ modulado negativamente apds seu pico maximo com

aproximadamente oito semanas apos o inicio da infec¢do (PEARCE; MACDONALD, 2002).
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3.4.2. Resposta inflamatoria granulomatosa

A principal caracteristica da infeccdo por S. mansoni ¢ a resposta inflamatoria
granulomatosa desenvolvida em torno dos ovos do parasito, principalmente no figado e no
intestino (LLANWARNE; HELMBY, 2021). Os granulomas esquistossomoticos (Figura 5) sao
estruturas esféricas, bem organizadas e dindmicas, formadas pelo ovo do parasito e por grupos
de células inflamatdrias e residentes (eosinofilos, linfocitos T CD4+ e T CD8+, macrofagos e
plasmocitos) do tecido que interagem entre si imersos em uma matriz extracelular (MEC)

heterogénea (MALTA et al., 2022).

Figura 5. Imagem representativa de um granuloma (A) do figado de um camundongo infectado por S.
mansoni corado com Fast Green-Neutral Red. Em (B), eosinofilos destacados com citoplasma corado

em verde (indicado nas setas azuis). *: ovo do parasito S. mansoni.

Todavia, essa resposta granulomatosa também contribui para o agravamento da doenga,
devido a acentuada e persistente inflamagao, o continuo acimulo de eosinéfilos nos tecidos
afetados pelas SEAs, deposi¢do de colageno, fibrose e hipertensdo portal (HOLZSCHEITER et
al.,2014). Sendo assim, de acordo com a magnitude do evento inflamatdrio inicial e a reparagao

fibrosa a partir do processo de imunomodulacdo subsequente, os granulomas sado classificados
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como elemento-chave no curso geral e na gravidade da doenca (LLANWARNE; HELMBY,
2021).

3.4.3. Arquitetura do granuloma

Os granulomas hepaticos possuem, como funcdo principal, a prote¢do do tecido
hepatico, isolando as toxinas secretadas pelos ovos (PAGAN; RAMAKRISHNAN, 2018;
TAKAKI et al., 2021). Ja no intestino, os granulomas possuem a funcao de carrear os ovos do
parasito até a luz do intestino para que estes ovos sejam eliminados nas fezes do hospedeiro
promovendo a continuidade do ciclo de vida do parasito (AMARAL et al., 2017).

Durante sua formagdo, os granulomas passam por mudancas morfologicas em sua
composi¢ao celular e na MEC, que seguem eventos especificos associados a migragao celular,
¢ interagdes célula-célula, célula-ovo e célula-MEC (CHUAH et al., 2014; MALTA et al.,
2021). Portanto, os granulomas possuem uma variagdo morfologica singular (Figura 6),
apresentando uma variedade de volume e composicdo celular dependendo do seu estagio de
desenvolvimento (AMARAL et al., 2017; LENZI et al., 1998). Na literatura existem diversas
classificagdes de estagios de granulomas durante sua formagdo, progredindo de uma forma
imatura (fase pré-granulomatosa) para uma forma madura (fase granulomatosa) e, por fim, uma

forma involucional (fase de cura por fibrose) (LENZI et al., 1998; LINS et al., 2008).

Pre-granulomatous

Figura 6. Representacdo da microarquitetura de granulomas esquistossomoticos em seus diferentes

estagios de desenvolvimento. Fonte: Adaptado de MALTA et al., (2021).

Inicialmente, células inflamatérias sdo recrutadas de forma intensa da corrente
sanguinea ao parénquima hepatico e ocupam espagos ao redor do ovo do parasito. Depois, o

granuloma passa a amadurecer e apresentar uma forma mais esférica e as células inflamatorias
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passam a ocupar as diferentes camadas dentro da estrutura formada. Entdo, o tecido passa a ser
reparado, com a produgdo de fibras da MEC, principalmente fibras colagenas e a quantidade de
células inflamatorias passa a diminuir e ocupar espacos mais distantes do ovo do parasito. Por

fim, o granuloma inicia sua involuc¢ao, diminuindo seu volume e acimulo celular e aumentando

a camada de fibras coldgenas (MALTA et al., 2021, 2022).

3.5. Eosinofilos

3.5.1. Aspectos gerais

Eosinofilos sdo células do sistema imune inato encontradas em pequeno nimero no
sangue (menos de 5%) e em maior nimero em tecido de diversos 6rgdos, principalmente no
intestino (KLION; ACKERMAN; BOCHNER, 2020; O’SULLIVAN; BOCHNER, 2018).
Estas células sdo notavelmente conhecidas pela sua morfologia caracteristica, como um nucleo
multilobulado, visto principalmente com dois lobulos e uma populagdo de granulos secretores,
também denominados de especificos, que ocupam grande parte do citoplasma (MELO;
DVORAK; WELLER, 2022; MELO; WELLER, 2018).

Os granulos de eosinodfilos armazenam uma quantidade elevada de proteinas cationicas
(bésicas), as quais conferem a acidofilia tipica do citoplasma de eosindfilos, quando observados
sob microscopia de luz (Figura 7). Quatro tipos de proteinas catiOnicas encontram-se
armazenadas nesses granulos: Proteina Basica Principal (MBP — Major Basic Protein)-1,
Proteina Cationica Eosinofilica (ECP — Eosinophil Cationic Protein), também conhecida como
RNAse3, Peroxidase Eosinofilica (EPX — Eosinophil Peroxidase), Neurotoxina Derivada do
Eosinodfilo (EDN — Eosinophil-Derived Neurotoxin), também conhecida como RNAse2
(WELLER; SPENCER, 2017). Além disso, inimeras citocinas, quimiocinas, fatores de
crescimento e mediadores lipidicos se encontram armazenados, principalmente pré-formados,

nos granulos de eosinofilos, com diversas func¢des bioldgicas (WELLER; SPENCER, 2017).



30

Maintenance of
bone marrow

e plasma cells
' T2 cell Recruitment of
DCsand T cells
T,0cell
‘ ell-4  <IL-10 _\-I o -
e T,17 cell e|L-5 TNF aintenance o
T cell activation H elL-4  <|L-18 ¢CXCL9 }( I &
and polarization eIL-5 eIL-25 CXCL10 °IL-6 < APRIL s'e1cr_etory'IgA|n
e|L-10 eIL-33 ¢CCL17 5 eIL-1B 3=¢ |[theintestines
ell-12 «IFNy +CCL22 o0 %o
«IL-13  «TGFB el
o ©
o
o

*IL-1B  *MMP9
IL-6  +CXCL1
*IL-13  «CXCL10
«PDGF +CXCL12
. . * *SCF  +CCL2
0 2.°,° 0 2 JHIED o A CF i ¢ *TGFo, +CCL3
*TGFB +CCL11

o VEGF o TIMP1

Nucleus

N /ﬁ Adipose

Ao YA © ) tissue

Nature Reviews | Immunology

Figura 7. Mediadores derivados de eosinofilos e suas fungdes. Fonte: WELLER; SPENCER, (2017).

Sob microscopia eletronica de transmissao (MET), os eosindfilos apresentam
caracteristicas ultraestruturais unicas (Figura 8). Eosinéfilos maduros sdo facilmente
reconhecidos pela morfologia de seus granulos, os quais exibem uma estrutura interior
centralizada elétron-densa, denominada cristaloide, com uma matriz envoltoria elétron-lucida
e delimitada por membrana. O nucleo bi ou polilobulado aparece com heterocromatina

predominantemente periférica. Eosindfilos possuem ainda estruturas tubulovesiculares com
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morfoldgica tipica ao MET, denominadas de vesiculas sombreros (Eosinophil Sombrero
Vesicles — EoSVs) e corpusculos lipidicos, também denominados de goticulas lipidicas, com

elétron-densidade acentuada (MELO et al., 2013; MELO; WELLER, 2014).

: _
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Figura 8. Caracteristicas ultraestruturais de um eosin6filo maduro humano. Note o tipico nucleo (Nu)
bilobulado e EoSVs (pontas de setas). A area destacada apresenta granulos secretores (especificos) e
EoSVs em maior aumento. Barras = 500 nm; 300 nm (area destacada). Fonte: Adaptado de SPENCER
et al., (2014).

Historicamente, principalmente no contexto de infec¢des helminticas, os eosindfilos sao
considerados células efetoras, com capacidade de atuar diretamente contra parasitos
(MASAMBA; KAPPO, 2021; MELO et al., 2013; WELLER; SPENCER, 2017). Entretanto, a
visdo do eosinofilo atualmente ¢ o de uma célula multifuncional com atividades
imunoreguladoras, com habilidade de imunomodulagdo das respostas inata e adaptativa contra
patdgenos, além do seu envolvimento na homeostase e reparo tecidual (MELO et al., 2013;

MELO; WELLER, 2018). Isso ocorre a partir da resposta imune mediada por células do tipo
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Th2, incluindo a producdo de IL-5, que aumenta a ativacdo eosinofilica. Neste processo,
denominado eosinofilia, o0 nimero de eosindfilos pode aumentar acentuadamente tanto no

sangue como nos tecidos afetados (WELLER; SPENCER, 2017).

3.5.2. Maturacio e ativacio de eosinofilos

Na medula 6ssea, células-tronco hematopoiéticas multipotentes se diferenciam e
originam diversas linhagens celulares, incluindo basofilos, neutrofilos e eosinodfilos
(BLANCHARD; ROTHENBERG, 2009). A diferenciacao de eosindfilos a partir de fatores de
transcricdo oriundos de progenitores pluripotentes leva a formagdo de precursores de
eosin6filos comprometidos com a linhagem eosinofilica. Uma vez estabelecido esse
comprometimento, ocorrem posteriormente eventos de maturagao e proliferagao de eosinofilos,
direcionados principalmente através de sinalizagdo do microambiente (MELO; DVORAK;
WELLER, 2022). Em eosinéfilos, a IL-5 ¢ a principal citocina responsavel por induzir a
diferenciagdo destes precursores em linhagens eosinofilicas (BRUIN et al., 2010).

Com o auxilio de MET, ¢ possivel observar os processos de maturagdo, ativagdo e
secrecdo de eosinofilos e suas principais caracteristicas ultraestruturais, favorecendo
percepgdes interessantes sobre sua funcdo bioldgica durante a homeostase ou eventos
inflamatérios (AKUTHOTA et al., 2016; MAZZEO et al., 2015; MELO et al., 2008, 2013;
WECHSLER et al., 2021). Em células imaturas, os principais aspectos ultraestruturais sdo a
presenga de um nucleo eucromatico, com poucos granulos que estdo homogeneamente densos,
um maior volume celular com a presenca de diversas organelas como reticulo endoplasmatico
rugoso, complexo de Golgi e mitocondrias (MELO; WELLER, 2018). Ao iniciar o processo de
maturacdo e diferenciacdo, estas células passam a produzir mais granulos, segmentar seu
nucleo, apresentando mais heterocromatina, redu¢do na quantidade e volume de organelas e
producdo de corptsculos lipidicos (MELO; DVORAK; WELLER, 2022). Ao final do processo,
estas células passam a apresentar uma morfologia caracteristica de uma célula madura,
conforme descrito no topico anterior (item 3.5.1).

Sob ativacdo, ocorrem diversas alteracdes morfologicas de eosinofilos, observadas
principalmente por MET (MELO; SILVA, 2024). As principais alteracdes sdo (Figura 9): 1)
alteracdes estruturais acentuadas dos granulos de secrecdo relacionadas com a desestruturagao
do cristaloide e perda de contetido; ii) aumento na formacdo de vesiculas sombreiros; iii)

formagdo e acimulo de corpusculos lipidicos; iii) remodelagem da populacido de mitocondrias.



33

Figura 9. Mudanc¢as morfoldgicas observadas na ultraestrutura de eosindfilos durante seu processo de
ativacdo em respostas imunes. N: nicleo; Pontas de setas: corpusculos lipidicos. Fonte: Adaptado de

MELO; SILVA, (2024).

Doengas inflamatdrias caracterizadas pelo recrutamento e ativagdo de eosinofilos
(modelos murinos de asma, infec¢do pelo virus HINI1 influenza A [[AV] e esquistossomose)
induzem remodelamentos de crista significantes em eosindfilos teciduais. Comparados com
eosinofilos residentes, mitocondrias em eosindfilos inflamatorios mudam a conformagado de
suas cristas com propor¢des variadas da morfologia lamelar, tubular e mista. Além disso, o
nimero ¢ volume de cristas na populacio mitocondrial de eosinéfilos teciduais exibiu
variag¢des, aumentando ou diminuindo, dependendo do contexto do microambiente ou doenga

(BONJOUR et al., 2022).
3.5.3. Processos de secrecao de eosinofilos
Em resposta a ativag@o, os eosinofilos liberam o contetido de seus granulos com a

finalidade de regular a resposta imune de acordo com os estimulos externos (HOGAN et al.,

2008). Os produtos armazenados nos granulos sdo liberados para o meio extracelular a partir
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de trés processos principais de secrecdo: exocitose (cldssica e composta), desgranulagdo por

piecemeal (PMD) e citolise (Figura 10).

Exocitose classica Exocitose composta

or

Figura 10. Processos de secregdo de eosinodfilos apos estimulos externos, liberando seu conteudo para

o0 meio extracelular.

3.5.3.1. Exocitose

A exocitose ¢ um evento de desgranulagdo raro in vivo, mas pode ser observada in vitro
com os eosindfilos interagindo em diferentes doengas humanas (MELO; WELLER, 2010). Em
ultraestruturas, a exocitose pode ser identificada pela fusdo de granulos individuais com a

membrana plasmatica (exocitose classica) ou pela fusdo de varios granulos especificos,
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formando cédmaras de desgranulacdo no citoplasma antes de se fundir com a membrana
(exocitose composta) (MELO; WELLER, 2018; MIYABE et al., 2021).

A exocitose cléssica ¢ altamente regulada em uma série de eventos: (i) mobilizacdo ou
transloca¢do de granulos para a periferia da célula; (ii) ligagdo granular com a membrana
plasmatica; (iii) acoplamento entre o granulo e a membrana celular; e (iv) fusdo das membranas
e liberacdo de mediadores (LOGAN et al., 2002). Por outro lado, na exocitose composta, o
aspecto mais caracteristico deste evento ¢ o granulo estruturalmente desarranjado com uma
matriz elétron-lacida (MELO; DVORAK; WELLER, 2022). Consequentemente, os granulos
fusionados podem ser observados com uma camara vazia devido a liberagdo completa dos seus
compostos (CARMO et al., 2016). Outra caracteristica presente na exocitose composta ¢ a
ocorréncia de multiplos cristaloides dentro de um unico granulo ou de uma camara grande

(MELO; DVORAK; WELLER, 2022).

3.5.3.2. Desgranulacio por piecemeal (PMD)

PMD ¢ um processo de secre¢do de granulos intracelulares mediado pelo transporte de
vesiculas, que sdo mobilizados para transferir seu conteudo secretor dos granulos para a
superficie celular (MELO et al., 2008). Este processo foi descrito pela primeira vez na década
de 1970 em basofilos humanos em respostas alérgicas da pele (DVORAK; DVORAK, 1975) e
posteriormente evidenciado em estudos com MET de eosindfilos intestinais de pacientes com
doenca de Crohn (DVORAK et al., 1980). A caracteristica mais observada em PMD ¢ a
presenca de areas lucidas em cores de granulos especificos que estdo relacionados a perda de
conteudo (MELO et al., 2005).

Desde entdo, este processo tem sido identificado in vivo em diversos estudos de eventos
e condi¢des inflamatorias humanos, incluindo asma (SHAHANA et al., 2005), polipo nasal
(ARMENGOT; GARIN; CARDA, 2009), rinite alérgica (MALM-ERJEFALT et al., 2005),
colite ulcerativa (ERJEFALT et al., 2001), dermatite atopica (MALM-ERJEFALT et al., 2005),
dispepsia funcional (VANHEEL et al., 2018), carcinoma gastrico (CARUSO; IRATO;
RIGOLLI, 2022), shigelose (RAQIB et al., 2003) e colera (QADRI, 2004).

O termo PMD foi criado devido a liberagao dos contetidos dos granulos “piece by piece”
(MELO; WELLER, 2010) e ¢ caracterizado pelo esvaziamento gradual do conteudo granular,
mas mantendo sua estrutura intacta (MELO et al., 2005). Os granulos mobilizados podem
apresentar diferentes niveis de esvaziamento do seu contetido com diferentes morfologias,

incluindo o desarranjo de matriz/cristaloide, areas elétron-lucidas em sua estrutura interna,
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baixa elétron densidade e cristaloides residuais (MELO; DVORAK; WELLER, 2022; MELO;
WELLER, 2010).

Durante o processo de PMD de eosinofilos humanos, outros contetidos que podem ser
liberados para o meio extracelular sdo produtos encapsulados por vesiculas tubulares
delimitadas por uma bicamada lipidica, denominadas EoSVs (MELO; DVORAK; WELLER,
2022; RODRIGO-MUNOZ et al., 2024). EoSVs sdo capazes de interagir e brotar de granulos
secretores e recebem esse nome em referéncia a aparéncia similar ao tipico “chapéu mexicano”
(sombreiro) em seccdes transversais de MET convencional (MELO et al, 2008). Estas
vesiculas interagem com outras organelas e auxiliam no transporte de diversos mediadores
imunes, além de possuirem uma caracteristica marcante na desgranulacdo citolitica de
eosinofilos no contexto de algumas doengas humanas (CARMO et al., 2016; MELO; WELLER,
2016, 2018; NEVES et al., 2024).

3.5.3.3. Citolise

Similar ao que ocorre em PMD, a citolise ou desgranulagdo litica € um processo de
secre¢do comumente encontrado em eosinéfilos inflamatorios in vivo e € caracterizado pela
deposicao de granulos intactos ligados & membrana, com seu cristaloide tnico em tecidos e
secrecdes apds morte celular (THOMPSON-SOUZA; VASCONCELOS; NEVES, 2022). Os
sinais morfologicos de citdlise incluem a perda inicial da integridade da membrana plasmatica,
ruptura completa da membrana nuclear e plasmatica com descondensacdo da cromatina e
dissolugdo, ou células com um alto grau de dissolu¢do com o desaparecimento da maioria das
organelas (MELO; DVORAK; WELLER, 2022).

Como resultado, granulos intactos liberados apods a citolise em sitios inflamatorios
podem ser observados individualmente e como grupos de granulos extracelulares livres (FEGs
— free extracellular granules, em inglés) e atuam como biomarcadores eosinofilicos
(PERSSON; ULLER, 2014). Os aspectos ultraestruturais das FEGs tém sido amplamente
estudados em diversas doengas, incluindo asma, rinite, esofagite eosinofilica e outras doencas

eosinofilicas (NEVES; WELLER, 2009).

3.5.4. Eosinofilos no contexto da infec¢io por S. mansoni

Durante processos infecciosos por helmintos, os eosinofilos tradicionalmente possuem

um papel importante na protecdo do hospedeiro a partir da liberagdo dos produtos de seus
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granulos citoplasmaticos os quais contém varias moléculas toxicas, que sdo liberadas no meio
extracelular em resposta aos estimulos antigénicos (MALIK; BATRA, 2012). No contexto da
esquistossomose mansonica, o acimulo de eosindfilos na medula 6ssea e no sangue periférico
¢ uma caracteristica predominante da infeccdo. Essa caracteristica também ¢é observada nos
tecidos do hospedeiro ao redor do esquistossomulo invasor e dos ovos do parasito (DE
OLIVEIRA et al., 2022).

Em estudos anteriores do grupo, exploramos o granuloma esquistossomotico como um
ecossistema integrado em constante evolugdo, com progressivas mudangas estruturais e
funcionais e ndo somente um local onde uma comunidade de células ¢ estabelecida (MALTA
et al., 2021). Diversas populagdes celulares sdo encontradas nos granulomas, incluindo
eosinofilos. Durante o processo infeccioso, a eosinofilia normalmente ocorre em dois picos
distintos, ambos na fase aguda da doencga. Nos granulomas, durante o pico da infec¢do, mais de
50% da composic¢ao celular sdo de eosinéfilos. Ja na fase cronica, a quantidade de eosinofilos
nos granulomas tende a diminuir (LENZI; LENZI; SOBRAL, 1987). No entanto, o papel dos
eosinodfilos na esquistossomose mansdnica ainda ¢ pouco entendido. Classicamente, estas
células sdo associadas a resposta do hospedeiro a infec¢ao helmintica com uma fungao protetiva
ao hospedeiro e helmintotoxica (SHIN; LEE; MIN, 2009). Estudos in vitro indicam a fungao
efetora de eosinofilos contra os diferentes estagios de desenvolvimento do parasito S. mansoni
(esquistossdmulo, pares de vermes adultos, ovos do parasito) (REIMERT et al., 2006). O MBP
¢ uma das proteinas catidnicas mais relacionadas a fungdo helmintotdxica durante o processo
de secrecdo de eosinofilos, sendo capazes de eliminar até as larvas miracidios dentro dos ovos
do parasito (BUTTERWORTH et al., 1979).

Entretanto, este conceito de que os eosinofilos sdo células efetoras ndo tem sido
suportado em estudos in vivo. Estudos mais recentes vem mudando a visdo de eosindfilos como
células efetoras citotoxicas para um papel mais imunorregulador na imunidade inata e
adaptativa as infecg¢des parasitdrias, incluindo a infec¢do por S. mansoni (HAMS; AVIELLO;
FALLON, 2013; MITRE; KLION, 2021). Permanece obscuro se estas células atuam como
células efetoras contra o parasito; imunomoduladores da resposta imune; participantes do
metabolismo tecidual ou meramente operadores na remodelagem e eliminagdo de restos

celulares apds dano tecidual (MALTA et al., 2022).
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4. JUSTIFICATIVA

A formagdo de granulomas ¢ o achado histopatolégico mais marcante da
esquistossomose. O granuloma ¢ um sistema bioldgico complexo, formado por diversas
populagdes celulares que sdo recrutadas durante o seu desenvolvimento e passam a habitar
dentro dos limites dessa estrutura de notavel arquitetura (MALTA et al., 2021, 2022). Em um
trabalho recente, nosso grupo propds que o granuloma funciona como um verdadeiro
ecossistema e que o entendimento da dindmica das populagdes celulares e suas interagdes
dentro do granuloma pode ser crucial para o entendimento da doenga (MALTA et al., 2021).

Nosso grupo tem especial interesse em investigar a populagdo de eosinédfilos no contexto
dos granulomas esquistossomoticos. Conforme ressaltado acima, apesar do intenso acimulo de
eosinodfilos nos tecidos, o papel dessa célula permanece controverso e pouco entendido
(MALTA et al., 2022). Considerando que o granuloma sofre altera¢des progressivas ao longo
do tempo, as principais perguntas deste trabalho sd3o: 1) Qual a distribuicdo espacial de
eosinofilos durante os diferentes estagios evolutivos dos granulomas?; ii) Existem diferencas
quanto a dindmica espaco-temporal de eosinofilos quando se compara a infec¢dao experimental
com a natural?; iii) Dentro de um mesmo estagio evolutivo de granuloma, ocorre distribui¢ao
diferencial de eosin6filos em regides distintas do mesmo?

Para responder essas perguntas, iremos estudar granulomas formados em um dos
orgaos-alvo principais da doenca, o figado, e usando dois modelos de infeccdo — experimental
(camundongos) e natural (Nectomys squamipes), tanto na fase aguda como na cronica. As
estratégias metodoldgicas envolvem aplicacdo de Whole Slide Imaging (WSI), a qual permite
escanear digitalmente cortes inteiros do 6rgdo e seus granulomas e reconstruir em trés
dimensdes (3D) (AMARAL et al., 2017; MELO et al., 2020).

Os modelos experimentais murinos sdo extensivamente utilizados nos estudos de
infeccdo por S. mansoni e para o entendimento da biologia dos eosinofilos durante a resposta
inflamatoria granulomatosa (FALLON, 2000; SCHWARTZ; FALLON, 2018). Além disso,
outra forma de investigar o papel dos eosinofilos neste contexto ¢ a partir de estudos em
modelos de infec¢do natural, como a infec¢do em N. squamipes, um dos principais reservatorios
silvestres de areas endémicas do Brasil e que desenvolve a infeccdo mas com notavel adaptagao

ao parasito (AMARAL et al., 2017).
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Modelo de infec¢io experimental por S. mansoni

5.1.1. Animais, infeccdo e comité de ética

Camundongos fémeas da linhagem Swiss Webster (n=12) com aproximadamente 70
dias de idade foram utilizados para todos os experimentos. Os animais foram fornecidos pelo
Centro de Bioterismo (CEBIO) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da UFMG. Os
animais foram divididos em grupos de seis e colocados em gaiolas de plastico com tampa de
aco inoxiddvel e maravalha de pinho branco autoclavada. Os animais foram mantidos a
temperatura de 23 + 2°C, com umidade relativa do ar em torno de 70 % e manutencao de ciclo
claro-escuro constante (periodo claro de 06 as 18 horas). As trocas das camas de maravalha
foram feitas duas vezes por semana.

A infec¢do foi realizada no Laboratério de Esquistossomose e Helmintologia do
Departamento de Parasitologia da UFMG, onde a cepa LE/BH de S. mansoni é mantida
rotineiramente. Os animais foram inoculados subcutaneamente na regido cervical com cerca de
100 cercérias/animal de S. mansoni (PELLEGRINO; MACEDO, 1955). A infec¢do foi
confirmada pela presenga de ovos nas fezes dos animais na quinta semana de infec¢ao
(HOFFMAN; PONS; JANER, 1934). Todos os parametros classicos confirmatorios de uma
infeccdo aguda completamente desenvolvida, como hepatomegalia, alta densidade de ovos do
parasito no figado, inflamagao granulomatosa bem caracterizada ao redor dos ovos depositados,
alteracdo de enzimas hepaticas, niveis aumentados de citocinas Th2 e um infiltrado extensivo
de eosinoéfilos tem sido consistentemente demonstrado neste modelo (AMARAL et al., 2017,
DIAS et al., 2018).

Para garantir a quantidade de larvas para inoculagdo dos animais, as cercarias foram
diluidas e homogeneizadas em dgua deionizada e contabilizadas em estereomicroscopio (Zeiss
Stemi SV11, Carl Zeiss Microscopy, Jena, Alemanha) até que atingissem a concentragao final
de inoculacdo. Os caramujos (Biomphalaria glabrata) utilizados para a liberacao das cercarias
foram previamente infectados com miracidios oriundos de figados de Mesocricetus auratus
infectados, acondicionados em aquérios em condi¢des ideais de temperatura e expostos a luz
artificial ap6s 30 dias de infeccao para liberagdo das cercérias (LEWIS et al., 1986).

Todos os animais foram monitorados diariamente para avaliagcdes de sobrevivéncia e

bem-estar. Todos os procedimentos experimentais estio em conformidade com as diretrizes
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éticas da Comissdo de Etica no Uso de Animais de Laboratorio da Fundagio Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ; CEUA/FIOCRUZ, LW-32/2012). Nenhum animal faleceu em periodo anterior aos

desfechos experimentais.

5.1.2. Eutanasia e obtencio do orgao para experimentacgio

A eutanasia dos animais infectados e ndo-infectados ocorreu apds 55 e 120 dias de
infecc¢do, que correspondem aos periodos de fase aguda e cronica da doenga (DIAS et al., 2018).
Os animais foram eutanasiados a partir de aprofundamento anestésico com cloridrato de
ketamina (100 mg/mL — Quetamina injetavel, Vetnil®, Louveira, SP) associado a acepromazina
(10 mg/mL — Acepran gotas, Vetnil®, Louveira, SP) na propor¢do de 9:1. A dose administrada
foi de 0,15 mL de anestésico a cada 100 g de peso do roedor (HAWK; LEARY; MORRIS,
2005). Por fim, a exsanguinacdo (sangria total) foi realizada através de punc¢do cardiaca, sem
anticoagulante. Os animais foram perfundidos com solugdo salina a 1,8% inoculada ao
ventriculo direito por um perfusor Brewer® (Automatic Pippeting Machine, model 40A,
Scientific Equipment Products, Baltimore, MA, EUA) e, ao final do procedimento, os animais

foram pesados e os figados foram coletados e processados.

5.2. Modelo de infec¢do natural por S. mansoni

5.2.1. Area de estudo, captura e comité de ética

A espécie neotropical e semiaquatica N. squamipes, também conhecida como rato
d’agua, ¢ um hospedeiro natural de S. mansoni no Brasil com ampla distribui¢do geografica
(GENTILE et al., 2006; LIMA, D. O.; PINHO; FERNANDEZ, 2016). Espécimes de N.
squamipes foram capturados em uma area endémica (municipio de Sumidouro, RJ; 22°02°46”°
Sul, 42°41°21”° Qeste) pela equipe técnica do Laboratorio de Biologia e Parasitologia de
Mamiferos Silvestres Reservatorios (FIOCRUZ, Rio de Janeiro, RJ), conforme trabalho prévio
(AMARAL et al., 2017; GENTILE; NETO; SERGIO, 2010; VARELLA et al., 2024).

Brevemente, foram estabelecidos transectos de captura ao longo dos coérregos e canais
de irrigagdo das éareas rurais, que constituem o habitat do roedor. Armadilhas metalicas do tipo
Tomahawk®, medindo 40 x 64 x 12,7 cm, foram utilizadas para a captura de pequenos
mamiferos terrestres vivos. Cada armadilha estava distante 15 metros umas das outras, estando

dispostas no chdo. Uma isca contendo pasta de amendoim, banana, aveia e bacon foi utilizada
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para atrair os animais. Durante 5 dias, a cada manha, as armadilhas eram checadas para
verificagdo da presenca de animais.

As expedigdes para captura dos animais foram autorizadas por Licenca Permanente de
coleta/captura em todo territorio nacional, pelo Instituto Chico Mendes de Conservagdo da
Biodiversidade (ICMBio, licenca #13373-1). Todos os procedimentos com os animais foram
realizados em campo e seguiram as diretrizes para a captura, manuseio e cuidado dos animais,
de acordo com as normas de biosseguranga nivel trés e segundo protocolo aprovado pela
CEUA/FIOCRUZ (LW-81/12 e L-036/2018). Os protocolos de biosseguranga e equipamentos
de protecdo individual, incluindo respiradores de biosseguranca nivel trés, foram utilizados
durante todos os procedimentos envolvendo manuseio de animais e coleta de amostras

bioldgicas.

5.2.2. Eutanasia e obtencio do orgao para experimentacgio

Os roedores capturados foram avaliados para confirmag¢do da infec¢do por S. mansoni
e/ou outros parasitos, conforme procedimentos rotineiros e divididos em dois grupos
(infectados ou ndo-infectados — n=12, sendo 6 por grupo). Animais infectados foram
identificados pela presenca de vermes adultos nas veias mesentéricas a partir de perfusdo do
sistema porta-hepatico e pela confirmacdo de ovos do parasito em exames de fezes
(HOFFMAN; PONS; JANER, 1934; SMITHERS; TERRY, 1965). A eutanasia foi feita de
forma semelhante ao descrito no item 5.1.2. Ao final do procedimento, os animais foram

pesados e os figados foram coletados e processados.

5.3. Processamento das amostras para analises histologicas

Fragmentos do figado (I6bulo direito), de aproximadamente 5 mm® dos animais
eutanasiados (Swiss e N. squamipes), infectados e ndo-infectados, foram fixados imediatamente
em solucdo de paraformolaldeido (Sigma-Aldrich) a 4% e mantidos overnight a 4 °C. Depois,
os fragmentos foram transferidos para uma solu¢do tampao fosfato 0,1 M, pH 7,4 e mantidos

nesta solu¢do a 4 °C até o inicio do processamento histolégico.

5.3.1. Inclusdo em resina glicolmetacrilato (GMA)
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Para as analises histopatoldgicas, o método de inclusdo em resina glicolmetacrilato
(GMA) foi aplicado (Leica Historesin Embedding Kit, Leica Biosystems, Heidelberg,
Alemanha), conforme estudos anteriores do grupo de pesquisa (AMARAL et al., 2017;
CHIARINI-GARCIA; PARREIRA; ALMEIDA, 2011; DIAS et al., 2018). Primeiramente, os
fragmentos dos tecidos foram lavados em solugdo tampao de 10 a 15 minutos e posteriormente
desidratados em uma série crescente de diferentes solugdes alcoolicas (alcool 70°, 80°, 90° e
100° por duas vezes) durante 20 minutos cada. Apds a desidratacdo, ocorreu a etapa de
infiltracdo em duas sequéncias de resinas, uma por 2 horas e outra overnight. No dia seguinte,
os fragmentos foram retirados da resina e colocados em formas préprias que contém solucao de
inclusdo, acondicionadas em recipiente gelado duas horas antes da inser¢ao dos fragmentos na
solugdo, para evitar a retracdo do tecido, pois a polimerizagdo do GMA constitui uma reagao
exotérmica, logo, ocorre alta producdo e liberagdo de calor. Por fim, a polimerizagdo foi
finalizada depois de dois dias em temperatura ambiente e uma resina acrilica de dentista (Jet,
Dental Cremer, Blumenau, SC) foi acrescentada aos blocos de GMA a fim de colar os blocos

aos suportes de madeira para a posterior etapa de microtomia.

5.3.2. Inclusio em parafina (Paraplast Plus®)

Além disso, outra parte dos fragmentos dos tecidos fixados foram incluidos em parafina
com polimeros plasticos (Paraplast Plus®, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA).
Brevemente, estes fragmentos foram submetidos a etapas de desidratacdo em séries crescentes
de solugdes alcodlicas (alcool 70°, 80° 95° e 100° por duas vezes) durante 20 minutos cada,
seguido da etapa de diafanizagdo em solugdo de xilol durante 15 minutos por duas vezes. Em
seguida, realizou-se a etapa de impregnac¢ao em paraplast derretido a 60 °C em banho maria
durante 30 minutos por duas vezes. Por fim, foi feita a inclusao final, colocando os fragmentos
cuidadosamente no fundo de formas de silicone e acrescentando novamente o paraplast
derretido em banho maria. Ao final do procedimento, os blocos foram polimerizados em

temperatura ambiente por 48 horas. Entdo, as amostras foram levadas a microtomia.

5.3.3. Microtomia e coloracao

Apoés a inclusdo, as amostras foram seccionadas (3 pum de espessura para tecidos
incluidos em GMA e 5 um de espessura para tecidos incluidos em paraplast) com auxilio de

uma navalha (navalha de vidro para blocos de GMA e navalha de aluminio para blocos de
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Paraplast) em microtomo (Leica RM2155) e distendidas em banho histolégico MJ-72
(Metalurgica OMA Ltda., Sdo Paulo, SP) a temperatura ambiente por 2 minutos. Os cortes
foram obtidos com uma diferenca de 300 mm entre um e outro para evitar a repeticao de
granulomas teciduais e garantir a analise de diferentes granulomas. Em seguida, os cortes foram
colocados em laminas histologicas de vidro e fixados a 60 °C em placa aquecedora (Fischer

Scientific Company) por 2 minutos.

5.3.3.1. Coloracao em Hematoxilina-Eosina (HE)

Para visualizagdo dos granulomas, infiltrados inflamatérios e eosindfilos teciduais,
alguns cortes histologicos foram corados com HE (Sigma-Aldrich) nos tecidos incluidos em
GMA, seguindo o protocolo descrito abaixo:

a) Solucdo mordente de alimen de ferro (Sigma-Aldrich) a 2% por 10 minutos;

b) Agua corrente por 5 minutos;

¢) Hematoxilina de Harris por 5 minutos;

d) Agua corrente por 10 minutos;

e) Diferenciagdo em alcool acidulado por cerca de 1 minuto;

f) Agua corrente por 1 minuto;

g) Eosina aquosa por 30 segundos;

h) Agua corrente por 5 minutos;

1) Secagem a temperatura ambiente;

j) Montagem da ldmina com Entellan® novo (Merck Milipore Corporation, Merck KGaA,

Darmstadt, Alemanha).

A coloragdo foi realizada com auxilio de suporte de laminas, pingando-se as solugcdes

até que cobrissem o0s cortes por inteiro.

5.3.3.2. Coloracao em Fast Green-Neutral Red

Para visualizacdo dos granulomas e eosindfilos teciduais, alguns cortes histologicos

foram corados com Fast Green-Neutral Red nos tecidos incluidos em GMA, seguindo o
protocolo descrito abaixo:

a) Diluir o corante Fast Green FCF (Sigma-Aldrich) em agua destilada até atingir a

concentracao de 0,2%;
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Diluir o corante Neutral Red (Sigma-Aldrich) em agua destilada até atingir a
concentracao de 0,5%;

Corar com Fast Green 0,2% por 20 minutos;

Lavar em agua corrente por 1 minuto;

Corar com Neutral Red 0,5% por 5 minutos;

Lavar em agua corrente por 1 minuto;

Secagem a temperatura ambiente;

Montagem da lamina com Entellan® novo.

A coloragdo foi realizada com auxilio de suporte de laminas, pingando-se as solugdes

até que cobrissem o0s cortes por inteiro.

5.3.3.3. Coloracao em Tricromico de Gomori

Para visualizagdo de fibras coldgenas presentes em granulomas esquistossomoticos,

alguns cortes histologicos foram corados com Tricromico de Gomori nos tecidos incluidos em

Paraplast, seguindo o protocolo descrito abaixo (GRUNNET, 1978):

a)
b)
c)

d)

g)

Hematoxilina por 1 minuto;

Lavar em agua corrente por 10 minutos;

Solugdo principal (Chromotrope 2R: 0,6 g; Fast Green FCF: 0,3 g; Acido
fosfotingstico: 0,6 g; Acido acético glacial: 1 mL; Agua destilada: gsp100mL; pH: 3,4)
por 1 minuto;

Lavar em solugdo aquosa de acido acético a 0,2%;

Desidratar com alcool;

Secagem a temperatura ambiente;

Montagem da lamina com Entellan® novo.

A coloragdo foi realizada com auxilio de suporte de laminas, pingando-se as solugdes

até que cobrissem o0s cortes por inteiro.

5.4. Imunohistoquimica (IHQ) para MBP-1

Cortes parafinizados (3 pm de espessura) de figado de camundongos Swiss controle e

infectados (n=4 animais/grupo) foram submetidos ao ensaio de imunohistoquimica (IHQ) para

verificagdo da deposicdo de MBP-1 de eosinofilos em granulomas esquistossomoticos. A THQ

foi realizada utilizando um sistema de deteccdo (Novolink™ Polymer Detection Kit, Leica
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Biosystems, Wetzlar, Alemanha) e um anticorpo primario IgG2a monoclonal de rato anti-
camundongo MBP-1 (clone 14.7.4, 5 ng/mL, Lee Laboratories, Mayo Clinic, Scottsdale, AZ,
EUA), cuja especificidade ja foi validada em estudos anteriores (DENZLER ef al., 2000; DIAS
et al., 2018; MARIETTA et al., 2004; OCHKUR et al., 2007). O protocolo foi seguido
conforme definido por TOSCANO et al., (2023), com algumas alteragdes.

Para isso, pelo menos duas horas antes do inicio dos procedimentos, as ldminas foram
aquecidas em estufa a 60 °C para facilitar o derretimento da parafina. Entdo, as 1aminas foram
submetidas a desparafina¢do em xilol por trés vezes durante 10 minutos cada e reidratagdo dos
cortes em séries decrescentes de solugdes alcodlicas (dlcool 100° por duas vezes, 95°, 80°) por
sete minutos cada. Depois, as ldminas foram lavadas duas vezes em solugdo salina fosfato
tamponado (PBS) 1X, pH 7,4 por cinco minutos e seguiu-se para a etapa de recuperacao
antigénica dos tecidos. Nesta etapa, as laminas foram acrescidas de tampao citrato, pH 6,0, e
levadas a uma panela de pressao elétrica, para aplicacao de calor imido e pressao nos tecidos,
durante 8§ minutos apds o inicio da pressdo. Ao final, as ldminas foram mantidas no tampao
citrato em temperatura ambiente por 30 minutos para resfriamento progressivo e,
posteriormente, lavadas duas vezes em PBS 1X por 5 minutos.

As laminas foram secadas ao redor dos cortes e circundadas com caneta hidrofobica
para demarcac¢do da regido dos tecidos. Entdo, foi realizado o bloqueio da peroxidase enddgena
com a aplicagdo de uma solu¢do de peroxido de hidrogénio a 3-4% v/v (Novolink™), por 15
minutos, seguido de duas lavagens em PBS 1X por cinco minutos cada e realiza¢ao do bloqueio
de proteinas inespecificas com a aplicacdo de uma solucdo de caseina a 0,4% diluida em PBS,
com estabilizadores, surfatante, ¢ 0,2% de Bronidox L como conservante (Novolink™) por 10
minutos. Finalizado os bloqueios, os tecidos foram incubados com o anticorpo primario diluido
em solucdo diluidora de anticorpo (PBS-BSA 3%) overnight a 4 °C.

No dia seguinte, as ldminas foram lavadas trés vezes em PBS 1X por cinco minutos cada
lavagem e incubadas com anticorpo secundario (IgG de coelho anti-rato, < 10 ug/mL, em 10%
v/v, de soro animal em solugdo salina tamponada com Tris e ProClin™ 950 a 0,1% —
Novolink™) por 10 minutos. Em seguida, as laminas foram incubadas com uma solucdo de
polimero Novolink (IgG anti-coelho poli-HRP, < 25 pg/mL, em 10% v/v, de soro animal em
solugdo salina tamponada com Tris e ProClin™ 950 a 0,1% — Novolink™) por 15 minutos.
Ap6s duas novas lavagens em PBS 1X por cinco minutos cada, foi aplicada a solu¢do de DAB
(3,3' — diaminobenzidina a 1,74% p/v, numa solu¢do estabilizadora — Novolink™) diluida em
solu¢do Novolink DAB Substrate Buffer — Polymer (solu¢ao tampao com < 0,1% de perdxido

de hidrogénio e conservante — Novolink™). As laminas foram lavadas em agua destilada por
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cinco minutos e a contra coloracdo foi feita adicionando hematoxilina (Sigma-Aldrich) as
laminas por 30 segundos e lavando imediatamente em agua corrente por cinco minutos. Por
fim, as laminas foram desidratadas em séries crescentes de solugdes alcoodlicas (alcool 70°, 95°
e 100° por duas vezes) durante 5 minutos cada, seguido da etapa de diafanizacdo em solugao de
xilol por duas vezes ¢ montagem final das ldminas com Entellan® novo (Merck Milipore
Corporation). Para o controle negativo, ldminas incubadas apenas com solu¢do diluidora de
anticorpo (solu¢do de PBS-BSA 3%) e laminas incubadas com APC rat IgG2a, k isotype control

(R35-95, BD Biosciences) foram utilizadas para verificar a especificidade da reagdo.

5.5. Microscopia eletronica de transmissao (MET)

5.5.1. Processamento das amostras

Fragmentos do figado de camundongos Swiss controle e infectados previamente
preparados (BONJOUR et al., 2022; DIAS et al., 2018), de aproximadamente 5 mm?, foram
fixados por 2 horas em solucdo fixadora Karnovsky modificado: paraformolaldeido (Sigma-
Aldrich) a 1% + glutaraldeido (Electron Microscopy Sciences — EMS, Hatfield, PA, EUA) a
1,25% + solugdo tampao fosfato 0,1 M, pH 7,4. Entdo, os fragmentos foram seccionados em
fragmentos menores com aproximadamente 1 mm de espessura e imersos novamente no mesmo
fixador overnight a 4 °C. No dia seguinte, os tecidos fixados foram lavados em solugdo tampao
fosfato 0,1 M, pH 7,4 a 4 °C por 2 vezes de 4 horas cada lavagem e permanecendo na mesma
solug¢do overnight a 4 °C. Depois, os tecidos foram pds-fixados em uma solugdo contendo
tetroxido de dsmio (tetroxido de 6smio — EMS — a 1% + ferrocianeto de potassio — EMS — a
1,5% em solugdo tampao 0,1 M, pH 7,4) por duas horas em temperatura ambiente, seguido de
uma lavagem em tampao maleato de sodio, 0,05 M, pH 5,2.

Depois disso, foi realizada uma etapa de pré-contraste em acetato de uranila (EMS) a
2% em tampao maleato de sddio 0,05 M, pH 6,0 por duas horas a temperatura ambiente e
lavagem no mesmo tampao. Entdo, as amostras foram desidratadas em séries crescentes de
diferentes solugdes alcoolicas (alcool 50°, 70°, 85° e 95° por duas vezes durante 20 minutos
cada e 100° por duas vezes durante 30 minutos cada) e acetona (duas vezes durante 30 minutos
cada), e posteriormente infiltradas e incluidas em uma sequéncia de 6xido de propileno-Epon
(resina Eponate 12; Ted Pella, Redding, CA, EUA). A polimerizagdo da resina ocorreu em
estufa a 60 °C por 16 horas.
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5.5.2. Microtomia, coloracio e leitura das micrografias eletrénicas

Cortes semifinos com cerca de 500 nm de espessura foram obtidos em micrétomo Leica
RM2155 (Leica; Bannockburn, IL, EUA), corados com azul de toluidina-borato de sédio (azul
de toluidina O — Sigma-Aldrich; tetraborato de s6dio — EMS), lavados em 4gua destilada e
levados para observacdo em microscopio de luz. Depois, cortes ultrafinos de 60-80 nm foram
obtidos com auxilio de uma navalha de diamante em ultramicré6tomo Leica EM UC6 (Leica),
baseado na localizagdo dos granulomas esquistossomodticos € na orientagdo dos cortes
semifinos. Os cortes foram, entdo, colocados em telas de cobre de 200 mesh (Pelco® 200 mesh
copper grids Ted Pella, Inc., Redding, CA, EUA) e contrastados em citrato de chumbo (EMS)
durante cinco minutos. As telas foram analisadas em MET a 80-120 kV (CM 10; Philips, ou
Tecnai G2-20-ThermoFischer Scientific/FEI 2006, Eindhoven, Paises Baixos), onde foram
obtidas as imagens digitais e micrografias eletronicas. Pelo menos trés grades de cada amostra

foram analisadas.

5.6. Analises de imagem

5.6.1. Whole Slide Imaging (WSI)

As laminas montadas para as andlises histopatologicas e IHQ foram escaneadas
utilizando-se o escaner de laminas Pannoramic Scan 3D Histech (3D Histech kft., Budapeste,
Hungria), que permite uma resolugdo de 0,23 um por pixel, acoplado a um computador (Fujitsu
Technology Solutions GmbH, Munique, Alemanha). As areas das seccdes foram analisadas
usando o software Pannoramic Viewer 1.15.2 SP2 RTM (3D Histech kft.) que promove analises
morfométricas detalhadas com quantificagdes precisas dos diferentes parametros
histopatologicos relacionados a infec¢do por S. mansoni a partir da investigagdo de toda a
extensdo dos cortes histologicos, ndo se limitando apenas a determinados campos

microscopicos (AMARAL et al., 2017; MELO et al., 2020).
5.6.2. Enumeracio e classificacio dos granulomas
Secc¢des hepaticas coradas em HE, obtidas por WSI conforme mencionado acima, foram

medidas e todos os granulomas (total n=442 em camundongos e n=142 em N. squamipes) foram

delineados e identificados com um numero. Foram considerados apenas aqueles que
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apresentaram pelo menos um ovo de S. mansoni em seu interior. Os seguintes parametros
morfométricos foram avaliados: (i) enumeracao e classificacdo de cada granuloma por estagio
evolutivo conforme detalhado na Figura 11; (ii) frequéncia de cada estagio evolutivo de
granuloma; (iii) 4rea individual de cada granuloma; e (iv) nimero total de células dentro de
cada granuloma. Em paralelo, sec¢des coradas com tricromico de Gomori subjacentes as
seccoes coradas em HE, foram analisadas para a visualizacdo da deposicdo e organizagdo de

fibras colageno, que auxilia na classificacdo dos granulomas (AMARAL et al., 2017).

Granuloma 1

Granuloma

Granuloma 5|

Pré-granulomatoso

100 pm

P: Produtivo

Este estagio € marcado por um Este granuloma maduro &

grande infiltrado de células

inflamatérias em processo de
organizagao em torno do ovo do
parasito. Ele mostra caracteristi-

cas exudativas e liticas iniciais
preparando o espaco através da
destrui¢ao do parénquima para o

estabelecimento da fase
granulomatosa.

Este é o primeiro estagio
maturativo da resposta granulo-
matosa. E caracterizado por
numerosas células inflamatérias
(resposta exudativa) dispostas
ao redor do ovo do parasito e
pequenas areas de necrose
central.

caracterizado por uma microar-
quitetura mais organizada e
circunferencial, onde células
inflamatérias acumuladas
(resposta exudativa) séo
observadas em camadas, com o
aumento da deposicao de fibras
da matriz extracelular (resposta
produtiva), principalmente
colageno, por fibroblastos.

Este é o estagio involucional do
granuloma identificada por uma
faixa tipica e espessa de fibras
de colageno ao redor do ovo, um
pequeno numero de células
inflamatérias e
tamanho reduzido.
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Figura 11. Distribuicdo e caracteristicas histopatologicas da evolucdo de granulomas
esquistossomoticos hepaticos. (A) Multiplos granulomas (delineados) com diferentes tamanhos e em
estagios evolutivos distintos sdo observados em um corte representativo de figado infectado, corado em

HE. (B) Descric¢do das principais caracteristicas das fases pré-granulomatosa e granulomatosa.

5.6.3. Quantificacio e distribuicdo de eosinofilos em granulomas

Para analisar o numero de eosindfilos dentro de cada granuloma, imagens de alta
resolucdo de granulomas individuais foram adquiridas por WSI. Os eosinofilos foram definidos
baseado nas suas caracteristicas histologicas tipicas conforme descrito acima e foram
manualmente anotadas. Os seguintes parametros foram avaliados para cada tipo de granuloma:
(1) namero total de eosinofilos e (ii) propor¢do de eosindfilos comparado ao numero total de
células. Adicionalmente, os nimeros e distribuicao (proporcao) espacial de eosindfilos foram
analisados dentro das trés zonas distintas em cada granuloma: periovular, medial e periférica,
cada um correspondendo a um ter¢o (1/3) da area total do granuloma (FRANCISCO et al.,
2022; LENZI et al., 1999). As zonas foram estabelecidas de acordo com a distancia das linhas

do eixo perpendicular do ovo do parasito até o limite do granuloma (Figura 12).
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plano da seccao

Ovo excéntrico

Figura 12. Delimitagdo digital das zonas espaciais de granulomas. (A) ai-avi Processo de zonagdo
digital em um granuloma representativo com o ovo do parasito centralizado. (B) bi-bvi Processo de
zonagao digital em um granuloma representativo com o ovo do parasito excéntrico. Os granulomas
foram delineados (ai, bi) ¢ as zonas delimitadas com um eixo central perpendicular ao ovo do parasito
(aii, bii). Entdo, as quatro linhas do eixo perpendicular, estabelecidas do ovo do parasito até os limites

do granuloma, foram divididos em trés partes de comprimentos iguais (aiii, biii). Este procedimento
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estabeleceu trés zonas circulares: periovular, medial e periférica (aiv, biv). Assim, estas zonas foram
identificadas de forma confiavel em granulomas com ovos centrais (av, avi) ou excéntricos (bv, bvi) e

o numeros de eosindfilos foi quantificado em cada zona.

5.6.4. Analise quantitativa de IHQ

As laminas foram digitalizadas com aumento de 20x utilizando o escaner de laminas da
3D Histech e analisadas a um aumento de 20x usando o software Case Viewer versao 2.3 (3D
Histech kft.). A area e a densidade 6tica da imunomarcagcdo de MBP-1 foram medidas através
de uma analise morfométrica semiautomatica com o software ImageJ versao 1.53e (National
Institutes of Health — NIH, EUA). Foram avaliados a érea total de 67 granulomas (16 PE, 18
NE e 33 EP), totalizando 5.588.043,9 um? (PE: 1.117.509,8 pm?, NE: 1.792.830,3 um? e EP:
2.677.703,8 um?). A mascara de hematoxilina/DAB foi selecionada € os pixels em colorag¢do
marrom de células marcadas com DAB foram automaticamente calibradas para criar uma
imagem bindria. O threshold de 0 a 132 pixels foi aplicado para calcular a area e a densidade

oOtica da imunomarcacao.

5.6.5. Analise qualitativa e quantitativa de MET

Eletromicrografias apresentando eosinofilos infiltrados foram aleatoriamente adquiridas
em aumentos diferentes (total de 786 micrografias) e um total de 94.771 pm? de 4rea de tecido
de granulomas hepaticos foi analisada. Para investigar a ultraestrutura de eosindfilos, todos os
eosinofilos encontrados nas areas de tecido foram contabilizados (n=275) e as células foram
avaliadas pela maturidade, imaturidade e aspectos de secre¢do, além de suas interagdes célula-
célula, conforme descrito por MELO; DVORAK; WELLER, (2022). O nimero de eosinéfilos
em interagdo fisica (apresentando contato célula-célula) com células imunes foi estabelecido.

Todas as anélises quantitativas foram executadas no software Fiji ImageJ (NIH).

5.6.6. Reconstruciao tridimensional (3D) de seccOes seriadas de granulomas

hepaticos

A metodologia de reconstrucao 3D dos granulomas nos diferentes estdgios evolutivos
da doenca foi realizada de acordo com protocolo descrito anteriormente (LIVINGSTON et al.,

2010), com alteragdes. A partir de fragmentos do figado (0.5 ¢cm?®) de animais infectados
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experimentalmente (camundongos Swiss) e naturalmente (N. squamipes) por S. mansoni,
incluidos em GMA, que foram processados histologicamente conforme descrito no item 5.3,
foram obtidos centenas de cortes seriados (505 cortes para Swiss e 543 cortes para N.
squamipes). Os cortes (3 um de espessura) foram corados com HE e escaneados conforme
descrito no item 5.3.3.1.

Granulomas representativos (um para cada estagio evolutivo) foram identificados e
imagens seriadas bidimensionais (2D) em formato TIF foram capturadas para cada granuloma
do mesmo animal, e foram alinhadas com o auxilio do software Adobe Photoshop (Adobe Inc.,
San Jose, CA, EUA). Eosinofilos infiltrantes nas diferentes regides do granuloma foram
identificados em camadas separadas das imagens seriadas que foram exportadas (formato PNG)
e importadas sequencialmente ao software Adobe After Effects (Adobe Inc.) para composi¢ao
das imagens 3D. Ao final, foram feitas animag¢des a partir do uso de ferramentas de rotagdo do
objeto nos trés eixos espaciais, além de alteracdes da opacidade de camadas, posicao e escala
para uma visualizagdo mais completa do tecido reconstruido e localiza¢do espacial dos

eosinofilos.

5.7. Analises estatisticas

As andlises estatisticas e os graficos gerados foram feitos com a utilizacdo do software
GraphPad Prism® versdo 8.0.2 (San Diego, CA, EUA). O teste aplicado dependeu da quantidade
de médias e dos dados atenderem aos pressupostos de normalidade e homogeneidade das
variancias. O grau de significancia empregado para todas as andlises foi de < 0,05. Com isso,
para compara¢ao entre duas médias, o teste ¢ de Student foi empregado quando estas atendiam
aos pressupostos € o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney foi empregado quando as médias
ndo atendiam aos pressupostos. Para comparacgdes entre trés médias ou mais, o teste one-way
ou two-way ANOVA foi empregado, seguido pelo teste de Tukey, quando os dados atendiam
aos pressupostos e o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis foi empregado, seguido pelo teste
de multiplas comparagdes de Dunn, quando os dados ndo atendiam aos pressupostos. Os dados
foram analisados em testes de médias em todas as comparacgdes e foram representados como
média + erro padrdo a menos que especificado de outra forma. Os dados nos graficos de barra
estdo representados como média + erro padrdo. Os dados nos graficos de box plot estdo

representados como valores de minimo ao maximo e mediana.
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6. RESULTADOS

6.1. O granuloma esquistossomoético é um sistema evolutivo dinAmico

Para melhor caracterizar o processo de formacdo de granulomas ocorrendo na
esquistossomose hepdtica, uma grande drea de tecido hepdtico (total de 1.368 mm?) de
camundongos Swiss Webster (n=6/grupo) experimentalmente infectados com S. mansoni, um
modelo animal de esquistossomose bem estabelecido, foi microscopicamente examinada
(AMARAL et al., 2017; DIAS et al., 2018; MIRANDA et al., 2013). As amostras foram
coletadas aos 55 dias apds a infec¢do, correspondente a fase aguda completamente
desenvolvida, caracterizada pela secrecdo acentuada de SEAs e uma resposta Th2, e aos 120
dias apds a infecgdo, correspondente a fase cronica, com a continua deposicdo de ovos do
parasito (AMARAL et al., 2017; BOROJEVIC, 1992; DIAS et al., 2018).

Para estudar a histopatologia hepatica em maiores detalhes, uma abordagem histolégica
que combina a fixacdo e processamento otimizado com a inclusdo em uma resina plastica
(GMA), que fornece uma melhor resolu¢@o do tecido, em comparacdo a inclusdo tradicional
em parafina, com uma visualiza¢@o otimizada dos processos inflamatérios (DIAS et al., 2018).
No total, nove sec¢des por animal foram coletadas. Das nove secg¢des, trés foram feitas de forma
seriada e corada com trés corantes diferentes (HE, tricromico de Gomori e Fast Green-Neutral
Red) para facilitar a identificacdo de aspectos morfoldgicos teciduais e celulares (Figura 13A).

Entdo, um intervalo de 300 um foi mantido entre os grupos de trés seccdes para
aprofundar o 6rgdo e evitar andlises do mesmo granuloma (DIAS et al., 2018). Todas as seccdes
foram analisadas por Whole Slide Imaging (WSI) (Figura 13A). A técnica de WSI permite a
digitalizagdo de secc¢des inteiras com o uso de um escaner de laminas digital, gerando imagens
de microscopia em alta resolu¢do e campo amplo com informacdes detalhadas sobre a
microarquitetura do tecido (Figura 13A) (MELO et al., 2020).

O WSI revelou a formacao dramdtica e extensiva de granulomas em todo o parénquima
hepatico em ambas infec¢des, aguda e cronica (Figura 13B e Figura 11). Primeiro, para
quantificar os granulomas, todas as sec¢des coradas em HE foram analisadas e todos os
granulomas com pelo menos um ovo do parasito em seu interior (n total=442 granulomas; 151
da infec¢@o aguda e 291 da infec¢@o cronica) foram delineados (Figura 13B, bi-bvi). Depois,

baseado nas caracteristicas histopatoldgicas (AMARAL et al.,2017; LENZI et al., 1998), todos
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os granulomas foram classificados de acordo com o seu estdgio evolutivo (Figura 13C),
conforme detalhado na Figura 11.

De acordo com pesquisas anteriores, o processo de formagao dos granulomas envolve
uma fase pré-granulomatosa e uma fase granulomatosa (AMARAL et al., 2017; LENZI et al.,
1998). A fase pré-granulomatosa (denominado estagio pré-granulomatoso-exudativo; PE) €
caracterizada por uma cole¢do desordenada de células ao redor do ovo do parasito, que progride
a uma montagem altamente organizada de células (fase granulomatosa) e fibras da matriz
extracelular (MEC; Figura 13C e Figura 11). Uma vez estabelecida, os granulomas
esquistossomaticos tendem a ser mais esféricos e compactos, evoluindo de um estado maduro
para um estado involucional (Figura 13C e Figura 11). Assim, mimetizando a doenca humana,
o modelo murino de infec¢do por S. mansoni desenvolveu multiplos granulomas vistos em
diferentes estdgios evolutivos lado a lado na mesma seccao tecidual (Figura 13C e Figura 11).

De maneira geral, nas infeccdes aguda e cronica, o estagio inicial (PE) foi encontrado
em uma propor¢ao menor em comparagdo aos outros estagios (Figura 13D). As duas formas
maduras de granulomas (denominadas necrético-exudativo; NE e exudativo-produtivo; EP —
Figura 11) foram os tipos mais frequentes de granulomas encontrados no parénquima hepatico
nas duas fases de infeccdo (Figura 13D), enquanto que a forma involutiva de granulomas
hepaticos (denominado produtivo; P — Figura 11) foi observada apenas na fase cronica da
infeccdo (Figura 13D). Sendo assim, durante seu ciclo de vida, o granuloma esquistossomatico
sofre uma involugdo gradual, reduzindo seu tamanho de acordo com a progressao da doenca.

Além disso, o numero total de células e a deposicdo de fibras de MEC dentro dos
granulomas foi avaliado. As andlises quantitativas de 142.246 células (71.964 células de 151
granulomas agudos e 70.282 células de 291 granulomas cronicos) mostrou que o nimero total
de células diminui gradativamente junto com a maturacio do granuloma (Figura 13F e ANEXO
1 — Tabela 1). Em paralelo, ocorre um aumento na acumula¢do e compactacdo de fibras de
MEC, principalmente fibras coldgenas, que é um indicativo do estabelecimento de fibrose,
como observado em todas as sec¢des coradas em Gomori, que destacam as fibras coldgenas em
verde (Figura 13C).

Em consonéncia com nosso ponto de vista proposto anteriormente de que os granulomas
esquistossomoticos sdo um ecossistema em evolu¢do (MALTA et al., 2021), confirmamos que
a natureza fundamental dos granulomas depende de uma perspectiva evolutiva que abrange

mudancas graduais em sua microestrutura.
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Figura 13. O granuloma esquistossomotico ¢

um sistema evolutivo dinamico. (A) Desenho

experimental para avaliar a histopatologia dos granulomas hepaticos de camundongos durante a infec¢io

aguda e cronica causada pelo parasito S. mansoni (n=6 camundongos/grupo), infectados com um tinico

in6culo de 100 cercarias, cepa LE. Nove sec¢des foram obtidas por animal. Trés secgdes seriadas foram

coradas com trés diferentes coloragdes citologicas [hematoxilina e eosina (HE); tricromico de Gomori

e fast green-neutral red] e digitalizadas através do escaner de laminas. Foi mantido um intervalo de 300

mm entre grupos de trés secg¢oes para aprofundamento da amostra, a fim de evitar a analise de um mesmo
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granuloma. (B) bi-biv Em imagens escaneadas em alta resolucao de secgdes inteiras de figado, todos os
granulomas (n total= 442, 151 da fase aguda e 291 da fase cronica), foram delineados, enumerados e
classificados por estagio evolutivo. (C, D) Fases pré-granulomatosa e granulomatosa e seus respectivos
estagios evolutivos (tipos e proporgdes). Os granulomas sdao visualizados com HE e também com
Gomori, que destaca as fibras da matriz extracelular (MEC), principalmente as fibras colagenas, em
verde. Observa-se a acumulacdo progressiva das fibras colagenas. (E, F) O tamanho dos granulomas e
seu nimero total de células reduziram significativamente ao longo da evolugdo do granuloma. A éarea
do granuloma (mm?) foi determinada para granulomas individuais. Pontos dispersos em (E) representam
o dado de um tinico granuloma. Um total de 142.246 células (71.964 da infeccdo aguda ¢ 70.282 da
infeccdo cronica) foram quantificadas e o nimero médio de células foi estabelecido por tipo de
granuloma. Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo. O valor de P indica o resultado
dos testes estatisticos Mann-Whitney seguido do teste de Tukey para multiplas comparagdes (infeccao
aguda) ou Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn para multiplas comparagdes (cronica e aguda +

infeccdo cronica).

6.2. Eosindfilos sao organizados espacialmente e ocupam um sitio preferencial dentro

de granulomas esquistossomoticos

Os ovos do parasito confinados no figado atraem uma populagdo substancial de
eosindfilos que colonizam o tecido hepatico para formar granulomas juntamente com outras
células imunes e residentes (COLLEY; SECOR, 2014). Eosinéfilos infiltrantes foram avaliados
por WSI (n=9 sec¢des/animal) e MET (Figura 14A). No escaneamento de granulomas (n=442)
por WSI, os eosindfilos foram identificados inequivocadamente a partir de seus ntcleos
segmentados e pela natureza acidofilica tipica de seus granulos secretores citoplasmaticos
(granulos especificos), que aparecem em cor roseada (Figura 14B, bi-bii) ou verde (Figura 14C,
ci-cii), quando corados com HE ou fast green-neutral red, respectivamente.

A presenca acumulada de eosinéfilos também foi confirmada com MET, que revelou a
ultraestrutura unica dos granulos de eosiné6filos com um cristaloide cristalino elétron-denso e
uma matriz externa elétron-licida (Figura 14D) (MELO; DVORAK; WELLER, 2022). Um
total de 45.125 eosinéfilos (ANEXO 1 — Tabela 1) foram quantificados e a proporc¢ao destas
células por estagio de granuloma foi determinada em comparacdo ao nimero total de células
(total n=142.246 células; Figura 14E).

O estédgio pré-granulomatoso (PE), ou seja, sitios teciduais onde células imunes estao se
acumulando e em processo de organizagdo em granulomas (Figura 13C e Figura 11B),

apresentou mais de 50% do seu nimero total de células compostas apenas de eosinéfilos (Figura
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14E). Entretanto, apds o estabelecimento do granuloma em infec¢des agudas e cronicas, a
proporcao de eosinéfilos foi menor em comparagdo ao estdgio PE e permaneceu estdvel em
relacdo a toda comunidade celular (variacdo de 27-30% de todas as células no granuloma) em
todos os tipos de granuloma (Figura 14E). Andlises quantitativas mostraram que o niimero total
de eosindfilos (n=45.125 eosinodfilos) reduziu significativamente de acordo com a progressao
da doencga (Figura 14F e ANEXO 1 — Tabela 1).

Notavelmente, uma vez dentro do granuloma maduro, os eosinéfilos ndo irregularmente
dispersos como visto na fase pré-granulomatosa (PE; Figura 13C e Figura 11B), mas dispostos
principalmente em camadas (Figura 14B, C). Isso sugere fortemente que, apds o recrutamento
e a acumulacgdo (estagio PE), os eosinéfilos sdo capazes de se organizar dentro de granulomas
maduros de uma maneira que otimiza a eficacia da vida do granuloma.

Para obter uma compreensao mais profunda sobre como a populagdo de eosindfilos foi
organizada dentro dos diferentes tipos de granuloma, a distribuicio espacial dos eosinoéfilos foi
investigada em maiores detalhes. Com base na localizacdo do ovo do parasito, trés zonas
espaciais de granuloma — periovular, medial e periférica (Figura 14G, gi-gii) — (LENZI et al.,
1999) foram estabelecidas digitalmente, conforme detalhado no item 5.6.3, e o nimero de
eosindfilos foi quantificado em cada zona. Nossa estratégia de anotagado digital para a zonagao
dos granulomas foi ttil para fornecer medigdes de zona consistentes, mesmo quando o plano
de corte mostrou granulomas com ovos excéntricos (Figura 12).

A investigacao de granulomas individuais zoneados (n=424) revelou que os eosinéfilos
predominaram a zona periférica de todos os estagios evolutivos de granulomas (NE, EP e P)
com pelo menos 80% dos granulomas apresentando maior nimero de eosinéfilos nesta regido
em comparacao com as outras zonas (Figura 14H). Consideravelmente, as andlises quantitativas
demonstraram uma propor¢do maior de eosindfilos na zona periférica independentemente do

tipo de granuloma e do tempo de infeccao (Figura 141-K).
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dentro de granulomas. (A) Desenho experimental para investigar o nimero e a distribuicdo de



59

eosinofilos em granulomas hepaticos formados em camundongos na infecgdo aguda e cronica por S.
mansoni (n=6 camundongos/grupo). Eosindfilos foram avaliados por WSI (n=9 secgdes/animal) e
microscopia eletronica de transmissdo (MET; 94.771 mm?® de 4rea de tecido). (B, C) Granulomas
representativos mostram eosinofilos organizados em camadas e identificados por seu niicleo segmentado
e o citoplasma acidofilo corado em rosa (HE) ou verde (fast green-neutral red), respectivamente. As
areas destacadas em (B) e¢ (C) estdo representadas em maior aumento em bi/bii e ci/cii. (D)
Eletromicrografia representativa apresenta a ultraestrutura tnica de eosinodfilos. Granulos secretores
(visto em maior aumento na area destacada) apresentam um cristaloide central elétron-denso e uma
matriz externa elétron-licida. N, nticleo. (E) Propor¢do de eosinodfilos nos estagios evolutivos de
granulomas. O numero total de células/tipo de granuloma estd indicado. (F) O ntmero de
eosindfilos/tipo de granuloma diminui significativamente junto a maturacdo do granuloma. Os
resultados estdo expressos em média + erro padrao. O valor de P indica o resultado dos testes estatisticos
Mann-Whitney seguido do teste de Tukey para multiplas comparagdes (infeccdo aguda) ou Kruskal-
Wallis seguido pelo teste de Dunn para multiplas comparagdes (cronica e aguda + infecgdo cronica). ns,
nao significativo. (G) gi, gii Representacdo esquematica das trés zonas espaciais (periovular, medial e
periférica) em um granuloma representativo. (H) Pelo menos 80% de todos os granulomas (n total=442)
exibiram a maioria dos eosindfilos na sua zona periférica. (I-K) O nimero de eosinéfilos ¢
significativamente maior nas zonas periféricas de granulomas comparado as zonas medial e periovular.
Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo. O valor de P indica o resultado dos testes
estatisticos Mann-Whitney seguido do teste de Tukey para multiplas comparacdes [infec¢do aguda (NE,
EP) + infec¢do cronica (NE, P)] ou Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn para multiplas

comparagdes [infeccdo cronica (EP) + infec¢do cronica + aguda (NE, EP)].

A funcdo clédssica de eosindfilos estd baseada em sua resposta efetora associada a
liberagdo do contetido pré-formado de produtos armazenados em seus granulos, incluindo a
Proteina Bdsica Principal (MBP; Major Basic Protein)-1 (MELO et al., 2009), uma proteina
cationica eosinofilica abundante (ACHARYA; ACKERMAN, 2014). A MBP ¢ reconhecida
como um marcador cldssico para a localizacdo e desgranulacdo de eosinéfilos (MELO et al.,
2009). Quando liberada, a MBP resulta em citotoxicidade para uma variedade de tecidos
(ACHARYA; ACKERMAN, 2014; PONIKAU et al, 2005) e é considerada uma
helmintotoxina in vitro contra larvas de S. mansoni (ACKERMAN et al, 1985;
BUTTERWORTH et al., 1979).

Em seguida, a distribuicdo espacial de MBP-1 dentro de granulomas evolutivos
provocados pela infeccdo experimental aguda e crénica em camundongos foi interrogada

(Figura 15A). O escaneamento em alta resolu¢do de seccdes do figado mostraram uma
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marcacdo de MBP-1 robusta e bem definida espacialmente em todos os tipos de granuloma
(Figura 15B). Nossa abordagem de zonagao aplicada a granulomas individuais demonstrou uma
alta concentracdo de MBP-1 na zona periférica do granuloma, com marcagdes nos ovos do
parasito negativos ou insignificantes para esta proteina (Figura 15C, D).

Além disso, andlises quantitativas de imagem revelaram que 73-91% de todos os
granulomas (n=67 granulomas) tinham imunomarca¢cdo de MBP-1 predominantemente
localizada na zona periférica (Figura 15E). Assim, a IHQ para MBP-1 confirmou a localiza¢ao
espacial preferencial de eosinéfilos na zona periférica de todos os estdgios evolutivos de

granulomas esquistossométicos (Figura 14B, C).
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cronica pelo parasito S. mansoni (n=4 animais por grupo). Secc¢des de figado (n=5/animal) foram
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processadas para a imunohistoquimica (IHQ) utilizando o anticorpo anti-MBP-1 monoclonal e
digitalizadas no escaner de laminas. Granulomas (n=67) foram delineados e enumerados, ¢ a intensidade
da imunomarcagdo foi avaliada para a determinagdo da area de imunomarcagao (%). (B) Seccdes
representativas do figado escaneadas em alta resolugdo apds a imunomarcagdo por MBP-1 revelaram
alta concentragdo de MBP-1, identificados pelo precipitado marrom, na zona periférica em todos os
estagios evolutivos dos granulomas. (C, D) Procedimento de zonagdo digital aplicado & granulomas
representativos para a avaliagdo da area da imunomarcagdo de MBP-1 (%) por zona de granuloma. Um
intervalo de 73-91% de toda a area imunomarcada foi localizado na zona periférica dos granulomas.
Imagens binarias de granulomas sdo mostradas em ciii e diii. (E) Analises quantitativas detectaram a
predominancia da marcacdo de MBP-1 na zona periférica em todos os estagios evolutivos de

granulomas.

6.3. Eosindfilos estabelecem interacao direta com outras células imunes na zona

periférica de granulomas esquistossomoéticos

Para identificar as caracteristicas ultraestruturais relevantes dos eosinéfilos presentes no
microambiente granulomatoso, um estudo abrangente usando MET foi realizado. A MET
captura de forma tnica o comportamento celular em alta resolucdo em seu contexto tecidual e
€ particularmente elucidativa na demonstracao das intrincadas e variadas atividades secretoras
de eosindfilos (MELO; DVORAK; WELLER, 2022). Um total de 786 micrografias eletronicas
das infeccdes aguda e cronica foram analisadas, correspondendo a uma érea total de 94.771
mm? (Figura 16A), e revelaram que eosindfilos estavam intimamente organizados em
aglomerados na zona periférica (Figura 16B), conectado a outras células imunes por meio de
contatos célula-célula (Figura 16C-E).

Foram identificadas interacdes fisicas entre eosinéfilos e neutrdfilos (Figura 16D, E),
linfécitos (Figura 16D), macréfagos (Figura 16E) e plasmdcitos (Figura 16E). Essas interacdes
foram frequentemente vistas como projecOes estreitas (tethers) e/ou pequenas dreas com
aumento de espessura nas interfaces das membranas plasmaticas (Figura 16C, ci). Dos 275
eosindfilos, 198 (72%) estavam em contato célula-célula com uma ou mais células imunes
(Figura 16F). Interessantemente, as andlises revelaram que ndo apenas eosindfilos maduros
(Figura 14D, Figura 16B-D), mas também eosindfilos com sinais de imaturidade, tais como a
presenca de granulos citoplasmaticos sem cristaloide (granulos especificos imaturos) e grandes

quantidades de cisternas de reticulo endoplasmédtico (RE) (MELO; DVORAK; WELLER,
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2022; MELO; WELLER, 2018) estavam presentes na zona periférica de granulomas

esquistossomoticos (Figura 16E, ei).
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Figura 16. Eosinodfilos estabelecem interagdo direta com outras células imunes na periferia dos

granulomas esquistossomoticos. (A) Desenho experimental para investigacdo ultraestrutural de
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eosindfilos no microambiente granulomatoso. Granulomas hepaticos de infecgdes aguda e cronica foram
processados para microscopia eletronica de transmissdo (MET), e 786 eletromicrografias, obtidas da
zona periférica do granuloma (correspondente a 94.771 mm?” da area do granuloma), foram analisadas
no software FIJI. Todos os eosinofilos intactos (n=275) foram contabilizados e examinados
individualmente em alta resolugdo. (B) Conjunto de eosinéfilo apresentam interagdo célula-célula.
Linhas vermelhas delimitam a membrana plasmatica entre as células em interagdo. (C) Interagdo
eosinofilo-linfécito. A area destacada em (C) é mostrada em maior aumento em ci. Cabegas de seta
indicam areas de contato célula-célula. (D, E) Contato célula-célula entre eosindfilos e outras células
imunes. (E) ei A area destacada em (E) mostra, em maior aumento, eosinofilos com maturagdo
incompleta, com auséncia de cristaloide nos granulos e com grande quantidade de filamentos de reticulo
endoplasmatico (RE). (F) A maioria dos eosinofilos (72%) estdo em interacdo direta com uma ou mais

células imunes. N, nucleo; Gr, granulo secretor.

Em seguida, avaliamos a ocorréncia de alteragdes ultraestruturais associadas a secrecao
de eosindfilos, um processo comumente conhecido como desgranulacdo (MELO; DVORAK;
WELLER, 2022; MELO; WELLER, 2018). Andlises de imagem de eosinéfilos (n=275)
revelaram um padrdo morfoldgico prevalente consistente com desgranulagdo por piecemeal
(PMD - piecemeal degranulation), um mecanismo frequente de secrecio de eosinéfilos in vivo
durante doencas associadas a eosindfilos (EADs; Figura 17) (MELO; WELLER, 2010). Esses
resultados sdo consistentes com nosso trabalho prévio na fase aguda da esquistossomose em
camundongos (DIAS et al., 2018). PMD € um processo de secrecdo mediado por vesiculas que
reflete a habilidade de eosindfilos em liberar diferencialmente pequenas quantidades de
proteinas derivadas dos granulos, incluindo citocinas e MBP-1 (MELO et al., 2013; MELO;
DVORAK; WELLER, 2022; MELO; WELLER, 2010, 2018).
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Figura 17. Eosinofilos secretam seu conteudo granular por desgranulagdo por piecemeal (PMD) em
granulomas esquistossomoticos. (A, B) Caracteristicas ultraestruturais de PMD foram consistentemente
encontradas no citoplasma de eosindfilos espacialmente localizados na periferia dos granulomas. ai, aii,
bi, bii Area delimitada em (A) e (B) mostram, em maior aumento, granulos intactos e mobilizados
(ativados) com caracteristicas de PMD, incluindo dilatagdo de granulo, desarranjo de cristaloide,
liberagdo de conteudo e formacao de vesiculas grandes (80-150 nm). (C) Representacao esquematica da
comparagdo de granulos intactos com granulos exibindo caracteristicas de PMD. N, nucleo; Gr, granulo
secretor. Um total de 786 eletromicrografias da infeccdo aguda e cronica por S. mansoni em

camundongos foram analisadas.

Em conjunto, os achados de MET identificam que, na zona periférica do granuloma, os
eosindfilos se organizam, estabelecem interagdes estreitas com outras células imunes e

secretam seu contetido granular por meio de PMD, sugerindo assim que essas células podem
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desempenhar um papel imunorregulador, em vez de estarem diretamente envolvidas na

destrui¢do dos ovos do parasito.

6.4. A localizacao espacial de eosinéfilos em granulomas esquistossomoéticos é

conservada na infeccao natural

A partir da compartimentalizagdo consistente de eosindfilos na zona periférica de
granulomas na infec¢do experimental aguda e cronica, abriu-se o questionamento se 0 mesmo
padrdo ocorre em infec¢des naturais. Sendo assim, o figado do roedor neotropical semiaquatico
N. squamipes (rato d’4gua) foi investigado (n=4 animais), apds sua captura durante um longo
estudo em dreas endémicas de esquistossomose no Brasil (Figura 18A) (VARELLA et al.,
2024). O N. squamipes possui um papel crucial como reservatorio silvestre para
esquistossomose humana, perpetuando o ciclo de transmissao na natureza e servindo como um
importante indicador bioldgico de locais de transmissdo de S. mansoni devido a sua alta
susceptibilidade de infec¢ao (GENTILE et al., 2006).

Com uma ampla distribuicdo geogréfica, o N. squamipes € um dos principais
hospedeiros definitivos ndo humanos do S. mansoni no Brasil, com parametros tradicionais de
infeccdo bem caracterizados (carga parasitiria e deposicdo de ovos consistentes, €
desenvolvimento de respostas granulomatosas) (AMARAL et al., 2017; GENTILE et al.,
2006). Seccdes teciduais (n=9/animal) foram preparadas e digitalizadas (WSI; Figura 18A)
utilizando a mesma abordagem da infec¢do experimental (Figura 13A) e um total de 142
granulomas hepéticos correspondendo a 1.033 mm? de 4rea de tecido foram analisados (Figura
18A e ANEXO 2 — Tabela 2).

A resposta inflamatdria granulomatosa de N. squamipes infectados por S. mansoni
manifestou lesdes bem definidas no figado, conforme reportado anteriormente (AMARAL e?
al., 2017; COSTA-NETO et al., 2013; COSTA-SILVA et al., 2002). Foram encontrados os
mesmos estdgios evolutivos de granulomas (Figura 18B) como os observados na infeccdo
experimental (Figura 13C), mas com uma prevaléncia maior de granulomas do tipo P (Figura
18C). Isso pode ser atribuido as multiplas reinfeccdes experienciadas por esse roedor durante
seu ciclo de vida, levando a uma subsequente imunidade adquirida e/ou a uma capacidade
melhorada para lidar com a infeccio (AMARAL et al., 2017).

A presenca de novos granulomas formados (PE e NE) informa que novos ovos do

parasito continuam a alcancar o figado, possivelmente devido a exposicao repetida a cercarias
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(forma infectante no hospedeiro definitivo), a qual é também um aspecto comum em humanos
vivendo em regides endémicas para a esquistossomose (COLLEY et al., 2014). Granulomas
tiveram uma acumulacido progressiva de fibras de MEC e reducdo no nimero de células
conforme os granulomas EP involuem para o estdgio P (Figura 18B, D, E).

Em seguida, a populacdo de eosindfilos em granulomas (Figura 18F, G) apds coloragio
com HE (Figura 18F, fi) ou fast green-neutral red (Figura 18G, gi) foi avaliada. As andlises
revelaram o mesmo padrdo de acumulagcdo de eosindfilos vista no modelo experimental:
inicialmente como uma colecdo de células desordenadas na fase pré-granulomatosa (estdgio
PE; Figura 18B) e, subsequentemente, como uma populacdo organizada em granulomas
maduros (estigios NE e EP; Figura 18F, G). O ntmero de eosindfilos reduziu
significativamente junto a maturagdo e involuc¢do do granuloma (Figura 18H). A propor¢do de
eosindfilos (n=3.402) em relacdo ao niimero total de células do granuloma (n=15.395) foi maior
no estagio PE (31%) comparado aos outros estdgios (intervalo de 11-22%; Figura 18I).

Depois, a distribuicdo espacial de eosindfilos em granulomas individuais (n=142) foi
investigada aplicando o procedimento de zonacdo digital conforme detalhado na Figura 12. Os
granulomas em todos os estdgios evolutivos (80-100%) apresentaram o nimero de eosinofilos
predominantemente na zona periférica (Figura 18K). Notavelmente, as andlises quantitativas
demonstraram um aumento significativo da propor¢do de eosindfilos na zona periférica em
comparagdo as zonas medial e periovular, com uma menor propor¢do encontrada na regiao
periovular (Figura 18L).

Com isso, os resultados encontrados sugerem que em granulomas esquistossomoticos
hepaticos induzidos pela infec¢do natural, os eosindfilos apresentam uma “adaptacdo espacial”,
permanecendo majoritariamente compartimentalizado na zona periférica dos granulomas, uma

localizacdo conservada, similar ao reproduzido na infec¢c@o experimental.
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(municipio de Sumidouro, RJ). Ap6s a confirmacdo da infeccao, fragmentos de figado foram coletados
para histopatologia (n=9 sec¢des/animal) utilizando a mesma estratégia metodologica estabelecida para
a infec¢do experimental em camundongos. Granulomas (n=142) foram delineados, enumerados e
classificados por estagios evolutivos em imagens de alta resolucao de sec¢des de figado inteiras. (B, C)
Fases pré-granulomatosa e granulomatosa e seus respectivos estagios evolutivos (tipos e proporcdes)
sd0 observadas apods a coloragdo citologica com HE e tricromico de Gomori. A reducdo progressiva do
tamanho dos granulomas e da acumulagdo de fibras de colageno, coradas em verde, foram evidenciadas.
(D, E) O tamanho dos granulomas (area) e o nimero total de células reduziram significativamente
durante o desenvolvimento dos granulomas. A 4rea do granuloma (mm?®) foi determinada para
granulomas individuais. Pontos dispersos em (D) representam o dado de um unico granuloma. Um total
de 15.395 células foi quantificado e o nimero médio de células foi estabelecido por tipo de granuloma.
Os resultados sdo expressos em média + erro padrao. O valor de P indica o resultado do teste estatistico
Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn para multiplas comparagdes. (F, G) Eosinéfilos identificados
em granulomas com seu citoplasma em cor rosa (HE) ou verde (fast green-neutral red). As areas
destacadas em (F) e (G) estdo representadas em maior aumento em fi e gi. (H) Propor¢ao de eosinodfilos
(n=3.402) em relacdo ao numero total de células no granuloma (n=15.395). (I) Numero de eosinodfilos
por tipo de granuloma expresso como média + erro padrdo. O valor de P indica o resultado do teste
estatistico one-way ANOVA seguido do teste de multiplas comparagdes de Tukey. (J) Granulomas
representativos apos o processo de zonagdo para quantificar eosinofilos nas zonas periovular, medial e
periférica. (K) De 80-100% de todos os granulomas (n total=142) exibiram a maioria dos eosinofilos
nas suas zonas periféricas. (L) O niimero de eosinéfilos € significativamente maior na zona periférica
de granulomas em comparag¢ao as zonas medial e periovular. Os resultados estdo expressos como média
+ erro padrdo. O valor de P indica o resultado dos testes estatisticos Mann-Whitney seguido do teste de
Tukey para multiplas comparagdes (NE, EP) ou Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn para

multiplas comparagdes (P).

6.5. Eosindfilos ocupam um importante nicho ecolégico em granulomas

esquistossomoticos

Para reforcar a confirmagdo da organizacdo espacial de eosinéfilos em granulomas
hepaticos induzidos pela infeccdo por S. mansoni, reconstrucdes histoldgicas quantitativas 3D
de granulomas inteiros foram realizadas (Figura 19 e ANEXO 3 — Tabela 3). Um granuloma
representativo de cada estdgio evolutivo (PE, NE, EP e P) das infec¢des experimental e natural
foi completamente seccionado, as imagens de cada seccdo seriada foram alinhadas e os
eosinofilos foram mapeados em cada sec¢@o antes da reconstrucdo do granuloma (Figura 19A,

B).
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Com esta abordagem tnica, o volume de cada tipo de granuloma foi calculado (Figura
19C), e a presenca acumulada de eosindfilos foi observada em todo o volume do granuloma,
separada de todas as outras células e fibras de MEC (Figura 19D). Consistente com os dados
apresentados anteriormente, o volume (Figura 19C) e o nimero de eosindfilos (Figura 19D)
diminuiu durante o processo de formacdo do granuloma (ANEXO 3 — Tabela 3).

A populagdo inteira de eosindfilos em granulomas reconstruidos em 3D esté apresentada
na Figura 19D, além da segmentacdo da imagem 3D (Figura 19E) para melhor visualizagdo da
localizacdo espacial de eosindfilos. As infec¢cdes experimental e natural mostraram o mesmo
padrdo da compartimentalizacdo espacial 3D de eosinéfilos durante o ciclo de vida do
granuloma (Figura 19D). A fase pré-granulomatosa (estdgio PE) foi visualizada como uma
colecdo desordenada e muito densa de eosindfilos infiltrantes (Figura 19D, E). Contudo, em
granulomas estabelecidos, os eosindfilos se organizam nas zonas periféricas (Figura 19D, E).

De modo geral, os eosindfilos habitam predominantemente uma regido periférica
distinta em todos os estagios evolutivos de granulomas esquistossomoticos, estabelecendo um
nicho ecoldgico espaco-temporal conservado com implica¢des funcionais para a comunidade

celular e o ciclo de vida do granuloma.
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Figura 19. Reconstrugdes tridimensionais (3D) destacam o nicho de eosinofilos dentro de granulomas
esquistossomoticos. (A) Desenho experimental para a reconstrugao 3D de secgdes histologicas seriadas
de granulomas hepaticos de camundongo Swiss e reservatorio silvestre N. squamipes. O figado de
animais infectados por S. mansoni foram incluidos em resina plastica (GMA), seccionados de forma
seriada em um micrétomo (3 pum de espessura) e corados com HE. No total, 1.048 seccdes foram
escaneadas (505 de camundongo Swiss e 543 de reservatorio silvestre N. squamipes) para a identificacao
de granulomas inteiros. As imagens seriadas foram alinhadas, os granulomas delineados ¢ o tecido foi
rotulado com o auxilio do software Adobe Photoshop. A reconstrucdo 3D e a renderizagdo foram
realizadas com o software Adobe After Effects. (B) Etapas da reconstrucdo 3D e modelagem de um
granuloma EP representativo. O ovo do Schistosoma, marcado em amarelo, € os eosino6filos,
identificados por sua tipica morfologia (nticleo segmentado e citoplasma acidofilico corado em rosa com
HE, conforme a Figura 13B), foram marcados manualmente em vermelho. As secgdes foram

organizadas sequencialmente no eixo-z para formar a estrutura 3D. O granuloma foi segmentado do
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tecido hepatico para revelar a distribui¢ao espacial de sua populagido de eosinoéfilos no microambiente
granulomatoso. (C) Reconstrugdo de granulomas segmentados em todos os estagios evolutivos nos dois
modelos de infeccao. (D) Localizagdo espacial 3D de eosinofilos nos diferentes estagios evolutivos de
granulomas. (E) Interior de granulomas reconstruidos em 3D apds segmentacdo. Enquanto eosinofilos
aparecem como uma cole¢o de células desordenadas na fase pré-granulomatosa (fase PE), a localizagéo

preferencial de eosinéfilos, na periferia, ¢ descoberta ao longo dos estagios granulomatosos (NE, EP e
P).
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7. DISCUSSAO

Estudos de diferentes modelos de infeccdo por S. mansoni sdo considerados importantes
na investigacdo dos parametros bioldgicos da esquistossomose mansonica, principalmente no
decorrer da resposta inflamatdria granulomatosa nos tecidos-alvo da doenga. Estes estudos
contribuem para o melhor entendimento das fungdes inerentes as células do sistema imune no
contexto da formagdo e desenvolvimento destes granulomas nos seus diferentes estdgios
evolutivos e nas diferentes fases da doengca (LLANWARNE; HELMBY, 2021). A resposta
inflamatdria granulomatosa ao redor dos ovos do parasito € a caracteristica patologica mais
marcante do hospedeiro vertebrado (TAKAKI et al., 2021).

Granulomas esquistossomoticos sdo considerados ecossistemas evolutivos dindmicos
caracterizados por uma matriz extracelular heterogénea onde estdo inseridas diversas
populacdes celulares inflamatdrias (MALTA et al., 2021). O objetivo desta estrutura € isolar as
toxinas liberadas pelos ovos do parasito S. mansoni que sdo hepatotoxicas (MALTA et al.,
2022). Inicialmente, as populagdes celulares colonizam o granuloma de forma desordenada
(fase pré-granulomatosa). A medida que esse ecossistema se desenvolve, as populagdes
celulares sintetizam gradualmente a matriz extracelular, principalmente fibras colagenas, do
granuloma e passam a se organizar em camadas (fase granulomatosa). Por fim, o granuloma
atinge um estado involucional, no qual a quantidade de células estd escassa, seu tamanho
diminui e as fibras coldgenas estdo mais espessas € abundantes, uma caracteristica de cura por
fibrose (Figura 13) (LENZI et al., 1998).

Dentre as principais populagdes celulares inflamatérias que colonizam granulomas
esquistossomaticos hepaticos, os eosindfilos sdo majoritariamente recrutados aos granulomas,
principalmente na fase pré-granulomatosa, constituindo mais de 50% da comunidade celular do
granuloma. Dentro do granuloma, a proporcao de eosindfilos em relacdo as demais células é
menor (aproximadamente 30%) comparada a da fase pré-granulomatosa, mas se mantém
constante durante os estagios evolutivos tanto na fase aguda como crénica em camundongos
(Figura 14). Interessantemente, no modelo natural de infeccao, foi observada uma diminuicao
progressiva na propor¢cdo de eosinéfilos ao longo da evolu¢do do granuloma. Este é um
indicativo de uma melhor adaptacdo da inflamagdo granulomatosa, onde os eosinéfilos podem
estar associados a uma modulagdo menos intensa nestes granulomas, indicando uma adaptagao
fisiol6gica devido as altas taxas de (re)infeccdo pelo S. mansoni (AMARAL et al., 2017;
CHUAH et al., 2014).
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Embora a visdo tradicional de que eosindfilos sao células matadoras de helmintos, como
o S. mansoni, atuando como parte da resposta imune inata, a presenca massiva de eosinofilos
em granulomas contendo ovos de S. mansoni permanece um enigma (MITRE; KLION, 2021).
No presente trabalho, o qual pode ser considerado um dos estudos mais exaustivos sobre
eosindfilos no contexto de granulomas até o presente momento, foi identificado um nicho
ecoldgico de eosindfilos conservado nos modelos de infeccao experimental (aguda e cronica) e
natural. Analises quantitativas de imagem integrada ao procedimento de zonagdo digital
aplicada a granulomas individuais e reconstru¢des 3D de granulomas inteiros revelaram que a
maioria dos eosindfilos se alojam em um territorio especifico — zona periférica — dentro dos
limites do granuloma.

Espacialmente neste nicho, os eosinéfilos estabelecem interacdes sdlidas com outras
células imunes e liberam os produtos estocados em seus granulos, principalmente através da
PMD. Nossas andlises revelaram que ndo apenas eosindfilos maduros, mas também com
maturagdo incompleta, com sinais morfoldgicos indicativos de imaturidade (Figura 16),
habitam este nicho. Portanto, o termo “nicho ecolégico”, ou seja, um microambiente especifico
no qual células podem se estabelecer, se diferenciar e interagir com outras populagdes celulares
(MALTA et al., 2021), pode ser completamente aplicado para definir a compartimentalizacio
espacial de eosindfilos. Este trabalho contribui para uma melhor compreensdo de granulomas
esquistossométicos, destacando que os eosindfilos, como células inflamatdrias, ndo estdao
meramente concentrados, mas espacialmente adaptados ao microambiente.

Os achados deste trabalho confirmam, de forma robusta e confiavel, a ocorréncia desse
nicho ecoldgico de eosindfilos nas diversas condicdes de infeccdo. Ao menos 80% de todos os
granulomas evolutivamente maduros, analisados individualmente nos modelos de infec¢oes
experimentais (aguda e cronica) e natural, mostraram nimero predominante de eosinofilos
nesse nicho. Isso € particularmente notavel devido as diferencas significativas inerentes as
infeccdes naturais e experimentais (ABATH et al., 2006; ABDUL-GHANI; HASSAN, 2010).
Infeccdes murinas experimentais envolvem uma tnica exposi¢cao com isolados de S. mansoni,
tempo e dose de infecc¢do definidos, enquanto infec¢des naturais sdo gradualmente adquiridas
de isolados naturais do parasito, e com tempo de infec¢do indefinido (ABATH et al., 2006). A
maioria das espécies de Schistosoma em humanos sdo adquiridas gradualmente ao longo dos
anos (CHEEVER et al., 2002). Além disso, como observado pelo nosso e outros estudos,
infeccdes naturais sdo menos intensas que as experimentais (ABATH et al., 2006; ABDUL-

GHANI; HASSAN, 2010).
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Qual € o significado funcional de um “nicho ecoldgico do eosinéfilo” em granulomas
hepaticos causados pela esquistossomose mansonica? Nossos achados demonstram que,
enquanto eosinofilos sdo irregularmente distribuidos na fase pré-granulomatosa (estagio PE),
eles sdo altamente organizados nos granulomas evolutivamente maduros, provavelmente de
forma a maximizar sua efetividade para a vida do granuloma. Como resultado potencial de tal
organizagdo, eosinofilos podem se comunicar de forma mais eficiente com outras células.
Nossas analises ultraestruturais, capturaram que 72% dos eosindfilos, nesse nicho, interagiam
fisicamente com outras células do sistema imune, particularmente, linfécitos, neutréfilos,
plasmocitos e macréfagos. O contato célula-célula, € um importante evento inerente ao
funcionamento das células imunes dentro dos nichos ambientais, e considerado critico para o
desenvolvimento eficiente da imunorregulacio (BELARDI et al., 2020). Contendo proteinas
catidnicas, como MBP-1, e diversas citocinas armazenadas em seus granulos secretores,
eosindfilos podem liberar diferencialmente e gradualmente esses mediadores imunes por PMD
(MELO et al., 2009; MELO; WELLER, 2010; WELLER; SPENCER, 2017). Este processo
secretor, predominante na esquistossomose experimental (DIAS et al., 2018), foi confirmado
pelo presente estudo em ambas as fases da infec¢do experimental. PMD libera pequenas
quantidades de mediadores imunes e nao todo o conteido dos granulos e vem sendo associada
com fun¢des imunomoduladoras dos eosinéfilos (DIAS et al., 2018; SAMARASINGHE et al.,
2017). Além disso, estudos do grupo ja mostraram a a¢ao de liberagdo de MBP-1 por transporte
vesicular, tanto em humano quanto em camundongo (MELO et al, 2009). Portanto, a
consistente identificacdo tanto de PMD como de interagdes de eosindfilos com outras células
imunes, apontam estas células como imunomoduladoras.

Além das interacoes célula-célula, a luz da Ecologia, existem fatores microambientais
que governam a sobrevivéncia e diferenciacdo celular em um nicho ecolégico (MALTA et al.,
2021). Dessa forma, a arquitetura espacial do nicho ecoldgico do eosindfilo pode beneficiar a
diferenciacdo de eosinofilos in situ. Além de eosindfilos maduros, foi possivel identificar uma
populacdo de eosindfilos em diferentes estdgios de maturacdo. Estas células imaturas também
foram capazes de estabelecer interacOes fisicas por contato com outras populacdes de células
inflamatdrias na periferia do granuloma. Assim, nossos achados apontam para uma atividade
imunorreguladora de eosindfilos na esquistossomose, mas seu impacto neste nicho ainda
precisa ser esclarecido.

Similar aos nossos achados de eosinéfilos imaturos dentro desse nicho, um estudo

recente mostrou um alto nimero de eosinéfilos em diferentes estdgios de maturacdo que
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também foi localizado na zona periférica de granulomas esquistossomoticos hepéticos de
camundongos (FRANCISCO et al., 2022). De fato, estudos tém demonstrado que o granuloma
esquistossomatico hepatico funciona como um local hematopoiético extramedular ativo, com
potencial de produzir todas as linhagens mieloides (DUTRA et al., 1997; LENZI et al., 2006;
ROSSI et al., 1999). A compartimentalizagdo espacial e maturacdo local emergiram
recentemente como caracteristicas importantes da biologia de eosinodfilos, atuando como
contribuintes chave para a diversidade funcional de eosinéfilos (ARNOLD; MUNITZ, 2024;
GURTNER; CREPAZ; ARNOLD, 2023).

De acordo com os conceitos explorados por este trabalho até aqui, pela primeira vez, foi
realizada a investigacdo espaco-temporal da distribui¢do tridimensional (3D) de eosinéfilos em
granulomas hepdticos induzidos pela infeccdo experimental e natural por S. mansoni. A
aplicacdo das andlises de imagens em alta resolucdo confirmou que os granulomas
esquistossomoticos sdo estruturas altamente dindmicas durante os diferentes estagios de
infecgdo pelo parasito, com os eosinéfilos ocupando um nicho ecoldgico periférico.

Decifrar em detalhes a distribui¢do, comportamento e funcdes especificas de eosinofilos
em granulomas, € de interesse considerdvel para o entendimento da esquistossomose. Isso tem
sido uma tarefa desafiadora, especialmente devido a arquitetura complexa e dinamica de
granulomas esquistossomoticos. Enquanto a eosinofilia € tradicionalmente associada a
destruicdo in vivo de ovos de Schistosoma em granulomas hepéticos (KEPHART et al., 1984;
KEPHART; ANDRADE; GLEICH, 1988; OLDS; MAHMOUD, 1980), modelos murinos
deficientes de eosinéfilos (BRUNET et al., 1999; DE OLIVEIRA et al., 2022; REIMAN et al.,
2006; SWARTZ et al., 2006) ou camundongos tratados com anticorpo monoclonal anti-
interleucina (IL)-5, uma citocina essencial para o desenvolvimento de eosinéfilos (SHER et al.,
1990), ndo apresentaram impactos na carga parasitaria de parasitos adultos ou ovos nos tecidos.

A auséncia de eosindfilos parece ndo impactar também na formacao de granulomas. A
maioria dos trabalhos utilizando a deplecao de eosinéfilos ndo encontrou mudangas no tamanho
e quantidade de granulomas (BRUNET et al., 1999; SHER et al., 1990; SWARTZ et al., 2006)
ou desenvolvimento de fibrose (SHER et al., 1990; SWARTZ et al., 2006), embora a reducao
da fibrose (DE OLIVEIRA et al, 2022; REIMAN et al., 2006), assim como granulomas
maiores (fase cronica) (DE OLIVEIRA et al., 2022) ou menores (em ambas as fases aguda e
cronica) (REIMAN et al., 2006) também foram reportadas. Entretanto, a comparagao entre estes
multiplos estudos € desafiadora, considerando que eles ndo levaram em consideragdo os

estdgios evolutivos de granulomas. As andlises do presente trabalho mostraram que o
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granuloma esquistossomotico € um sistema evolutivo que reduz em tamanho, niimero total de
células e nimero de eosinéfilos conforme a progressao do granuloma.

Os resultados do presente trabalho ndo sustentam um papel direto dos eosinoéfilos contra
0 parasito. A segregacdo da maioria dos eosinéfilos e o seu contetiido de MBP-1 na periferia de
granulomas, € ndo na zona periovular, na qual os ovos do parasito sdo biologicamente ativos
(SCHWARTZ; FALLON, 2018), sustentam um cendrio inconsistente da visdo de que os
eosindfilos sdo “matadores de helmintos”. A descoberta de um nicho ecolégico conservado de
eosindfilos em granulomas esquistossométicos contribui para o entendimento da complexa
biologia de eosindfilos em infeccdes helminticas e destacam as intrincadas interagdes

eosindfilo-parasito-microambiente estabelecidas durante uma longa coevolugao.
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8. CONCLUSOES

(1) Este trabalho contribui para uma melhor compreensdo de granulomas
esquistossométicos, destacando que os eosindfilos, como células inflamatérias, ndao
estdo meramente concentrados, mas espacialmente adaptados ao microambiente do
granuloma.

(2) Dentro de granulomas, formados tanto na infec¢do experimental (aguda e cronica)
como natural, a maioria dos eosindfilos encontram-se espacialmente organizados e
ocupam um nicho ecoldgico periférico, conservado ao longo do tempo.

(3) Nesse nicho, eosinéfilos interagem com outras células do sistema imune e secretam
seu conteudo principalmente através de PMD, desta forma indicando uma atividade
reguladora modulando respostas imunes teciduais in situ.

(4) A presenca de eosindfilos imaturos dentro desse nicho ecoldgico indica que eventos
de diferenciacio/maturacdo de  eosindfilos sdo importantes para a
manutengao/ampliacdo dessas células nessa localizagdo espacial.

(5) A identifica¢do de um nicho ecoldgico de eosinéfilos na zona periférica de granulomas
evolutivos e ndo na zona periovular, revela um cenario incompativel com a visao
tradicional e primaria dos eosindfilos como "destruidores de helmintos". Nossos dados
apoiam uma fun¢@o mais relacionada com imunorregulacao.

(6) A descoberta de um nicho ecoldgico de eosinéfilos em granulomas formados na
esquistossomose mansonica ressalta a complexa biologia da interacdo eosinofilo-

parasito-microambiente durante infec¢Oes helminticas.
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10. ANEXOS

ANEXO 1 - Tabela 1. Dados histopatolégicos de camundongos na infec¢do experimental aguda e cronica por Schistosoma mansoni.
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ANEXO 2 - Tabela 2. Dados histopatologicos de Nectomys squamipes na infec¢ao natural por Schistosoma mansoni.
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ANEXO 3 - Tabela 3. Dados quantitativos de granulomas reconstruidos em 3D.

Modelo de |Estagio de | Numero Espessura | Volume do Numero total | Eosinofilos por
infeccao granuloma | total do granuloma de eosinofilos | volume de
de granuloma | (10° mm?) granuloma
seccoes (um) (e0s/10-3 mm?)
S PE 60 180 359 6.243 173.9
é NE 69 207 99.4 5.689 57.2
E 2 EP 67 201 50.6 3.265 64.5
3 3 P 48 144 27.1 462 17.0
PE 89 267 108.2 16.570 153.1
v O NE 74 222 163.8 3.022 18.4
g5
) '§ EP 81 243 80.3 5.303 66.0
S
2 >3 P 44 132 16.4 251 15.3
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ANEXO 4 - Producio cientifica durante o periodo do doutorado (2020-2024): artigo submetido
de primeira autoria oriundo dos resultados deste trabalho. Revista: Nature Communications;

Fator de Impacto: 14,7 (2023); Qualis CAPES: Al.
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Abstract

Eosinophils have been historically credited with host protection against helminth
parasites such as Schistosoma mansoni, the causal agent of a major neglected tropical
disease—schistosomiasis. These cells massively accumulate within granulomas, the
pathological hallmark of Schistosoma infection, formed around organ-trapped parasite
eggs. How eosinophils impact granuloma life remains unclear. A big hurdle in
understanding the eosinophil role in schistosomiasis is the complex and dynamic
granuloma nature. Here, we mapped eosinophils across evolutional hepatic granulomas
during mouse experimental infection (acute and chronic) and natural infection in a
neotropical, wild reservoir for human schistosomiasis (water-rat Nectomys squamipes).
With in-depth quantitative image analysis and 3D histological reconstructions of entire
granulomas, we discover that, within granulomas from both experimental and natural
infections, eosinophils are spatially organized and populate a peripheral, major
ecological niche conserved across space and time. High-resolution single-cell imaging
captured robust eosinophil interaction with other immune cells within this niche. This
spatial compartmentalization, unassociated with parasite eggs, challenges the concept of
eosinophil as a “helminth killer” cell and invigorates its view as an immunoregulatory

cell of the tissue microenvironment in schistosomiasis.
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Introduction

Schistosomiasis, an ancient disease caused by trematode worms of the genus
Schistosoma, continues to plague millions across the globe with its parasitic embrace !
2. From a global public health perspective, schistosomiasis is considered the most
important water-based disease, still spreading into non-endemic areas in parallel with
human migratory flows and management of water resources in tropical and subtropical
climate zones >4,

Schistosomiasis has been reported from 78 countries and is considered an
“emblem of how hard is to prevent, control, and treat a neglected tropical disease” 3. To
date, no effective vaccine against this disease is available and treatment relies on a
single drug—the anthelmintic praziquantel—with incomplete efficacy, limited supply
and accessibility, and possibility of resistance °. Schistosomiasis is also an emblematic
example of how challenging is to decipher the inner workings of a parasitic disease.
Despite major advances in understanding this disease, the most prominent pathological
feature of schistosomiasis—the granuloma—is still unresolved. Schistosoma
granulomas are classically defined as highly organized immune cell aggregates settled
around the parasite eggs trapped in target organs, mainly liver and intestines & 7.
Granulomas manifest prominently during schistosomiasis and have been paradoxically
attributed with dual functions: serving as protective mechanisms for the host and
conferring benefits to the parasite 6. However, strategies to restrain their development
are not yet available.

Our group has been rethinking the Schistosoma granuloma as an integrating and
evolving ecosystem in which distinct cell populations colonize these structures in

different space-time frames and establish complex interactions $. In particular,

substantial attention has been directed towards the population of eosinophils, cells of the
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innate immune system, due to their notable accumulation within Schistosoma
granulomas * 1°

Historically, eosinophils have been related to host protection against helminths
like S. mansoni, acting as destructive effector cells. This concept was substantiated by a
sequence of works, mostly conducted during the 1970s, demonstrating eosinophil-
mediated killing of S. mansoni larvae (schistosomula) and eggs in vitro - 1213, 141516,
17.18.19.20 The idea that eosinophils are attracted, firmly adhere to S. mansoni surface,
an interaction mediated by a ligand (IgG or C3 complement) 2!, and destroy this parasite

through the release of their toxic granule-derived cationic proteins 1722

strongly
supported eosinophils as a “helminth killer” cell. However, the understanding of
eosinophils as effector cells directly targeting the parasite lacks empirical validation
from in vivo studies and the role of eosinophils during schistosomiasis remains
speculative or controversial (reviewed in 1% 2%,

A significant challenge in comprehending the core function(s) of eosinophils in
schistosomiasis is the intricacies of eosinophil-rich granulomas induced by this
infection. As evolutionary primitive structures, Schistosoma granulomas modify their
microarchitecture and cell community over time $. Although the formation of evolving
granulomas is long recognized as a feature of the immune response to both human and
experimental schistosomiasis mansoni 24, this fundamental evolutive aspect has
garnered limited attention within the scope of research on the eosinophil biology
associated with this helminthiasis. Therefore, it is essential to explore eosinophils within
the granuloma framework.

In this study, we have investigated the spatial localization of eosinophils in

numerous evolving granulomas formed in the liver during schistosomiasis mansoni. We

provide in-depth quantitative image analysis and 3D histological reconstructions of
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entire granulomas using two models of S. mansoni infection: an experimental (mice)
and a natural (the neotropical, wild-reservoir for human schistosomiasis Nectomys
squamipes). We identified that, during the entire granuloma life, most eosinophils
occupy a major, peripheral ecological niche in which these cells establish tight
interactions with other immune cells. This uncovered spatial pattern, conserved in
evolutional granulomas from both experimental and natural infections, and unassociated
with parasite eggs, robustly supports a scenario inconsistent with a direct role for

eosinophils towards the parasite.

Results

The Schistosoma granuloma is a dynamic evolutionary system

To better characterize the process of granuloma formation taking place in hepatic
schistosomiasis, we microscopically examined a large tissue area (total of 1,368 mm?)
of mice (n=6/group) experimentally infected with S. mansoni, a well-established animal
model for this disease 2> 26, Samples were taken at day 55 post-infection, corresponding
to a fully-developed acute phase characterized by the beginning of intense release of
soluble egg antigens (SEAs) and a Th2 response and at day 120 post-infection,
corresponding to a chronic phase, with continuous egg deposition 2> 2627,

To study liver histopathology in greater detail, we used a histological approach
that integrates optimal fixation and processing with a plastic resin (glycol methacrylate -
GMA) embedding 2. This method offers enhanced tissue resolution and improved
visualization of inflammatory processes compared to traditional paraffin embedding 2%
28 In total, nine sections were collected per animal. Each group of three sections was
serially acquired and stained with three different stains (hematoxylin and eosin/H&E;

Gomori’s trichrome, and fast green-neutral red) to facilitate the identification of tissue
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and cellular morphological aspects (Fig. 1a). Then, a 300 pm interval was maintained
between groups of three sections to deepen the organ and avoid reanalysis of the same

granuloma 26, All sections were analyzed through whole slide imaging (WSI) (Fig. 1a).
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Fig. 1 The Schistosoma granuloma is a dynamic evolutionary system. a Experimental setup
to analyze the histopathology of hepatic granulomas in mice with acute and chronic S. mansoni
infection (n= 6 mice/group), infected with a single inoculum of 100 cercariae, LE strain. Nine
hepatic sections were obtained per animal. Each three sections were serially acquired, stained
with three different stains (hematoxylin and eosin/H&E; Gomori’s trichrome, and fast-green-
neutral red), and digitalized through whole slide imaging (WSI). A 300 um interval was
maintained between groups of three sections to deepen the organ and avoid reanalysis of the
same granuloma. bi-biv In WSI scans of H&E-stained sections, all granulomas (total n= 442;
151 from acute phase and 291 from chronic phase) were outlined, enumerated, and classified
per evolutive stage. ¢-d Pre-granulomatous and granulomatous phases and their evolutive stages
(types and proportions). Granulomas are visualized with H&E and Gomori’s staining, which
highlights extracellular matrix (ECM) fibers, mainly collagen fibers, green. Progressive
accumulation of collagen fibers is observed. e-f The granuloma size and its total number of cells
are significantly reduced alongside granuloma life. Granuloma area (mm?) was determined for
individual granulomas. Scattered dots in e represent single granuloma data. A total of 142,246
cells (71,964 from 151 acute granulomas and 70,282 from chronic granulomas) was quantified
and the mean number of cells was established per granuloma type. Results are expressed as
means + SEM. P as indicated by Mann-Whitney test (acute infection) or Kruskal-Wallis test
followed by Dunn’s multiple comparisons test (chronic and acute + chronic infection).

WSI enables digitalization of entire sections with the use of a digital slide
scanner, thus generating high-resolution and wide-field microscopy images with
detailed information about the tissue microarchitecture * (Fig. 1a). WSI revealed
dramatic formation and extensive distribution of granulomas in the entire hepatic
parenchyma in both acute and chronic infections (Fig. 1b and Supplementary Fig. S1).
First, to quantitate granulomas, H&E-stained WSI sections were analyzed and all
granulomas (total n=442 granulomas; 151 from acute and 291 from chronic infections)
were outlined (Fig. 1bi-biv). Next, based on histopathological features >+ 25, all
granulomas were classified per their evolutive stage (Fig. 1¢) as detailed in
Supplementary Fig. S1. As reported before %25, the process of granuloma formation
involved a pre-granulomatous and a granulomatous phase. The pre-granulomatous
phase [termed pregranulomatous-exudative (PE) stage] is characterized by a disordered
collection of cells around the parasite egg, which progresses to a highly organized
assembly of cells and extracellular matrix (ECM) fibers (granulomatous phase) (Fig. 1¢
and Supplementary Fig. S1). Once established, Schistosoma granulomas tend to be

spherical and more compact, evolving from a maturative to an involutional state (Fig. 1c
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2 our murine

and Supplementary Fig. S1). Thus, recapitulating the human disease
model of S. mansoni infection developed multiple granulomas seen at distinct
evolutional stages side by side in the same tissue section (Fig. 1¢ and Supplementary
Fig. S1).

As a general feature of both acute and chronic infections, the initial stage (PE)
was found in lesser proportion compared to the other stages (Fig 1d). The two mature
forms of granulomas [termed necrotic-exudative (NE) and exudative-productive (EP)]
(Fig. 1c and Supplementary Fig. S1) were the most frequent types of granulomas found
in the hepatic parenchyma in both infection phases (Fig 1d), while the involutive form
[termed productive (P)] (Fig. 1c and Supplementary Fig. S1) was observed only in the
chronic infection (Fig. 1d). Thus, during its life, the Schistosoma granuloma gradually
undergoes involution, reducing in size (area) with the disease progression (Fig. lc, ).

Next, we evaluated the total number of cells and deposition of ECM fibers
within granulomas. Our quantitative analyses of 142,246 cells (71,964 from 151 acute
granulomas and 70,282 from 291 chronic granulomas) showed that the total number of
cells progressively reduces alongside granuloma maturation (Fig. 1f and Supplementary
Table I). In parallel, there is increased accumulation and compacting of ECM fibers,
mainly collagen fibers, which indicates the establishment of fibrosis, as observed in all
Gomori-stained sections, which highlights collagen fibers green (Fig. 1c¢).

In line with our previous proposed viewpoint of a Schistosoma granuloma as an
evolving ecosystem 3, we thus confirmed that the fundamental nature of the
Schistosoma granuloma relies on an evolutionary perspective gradually encompassing

changes in its microstructure.
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Fig. 2 Infiltrating eosinophils are spatially organized and populate a preferential site
within granulomas. a Experimental setup to investigate eosinophil numbers and distribution
within hepatic granulomas formed in mice with acute and chronic S. mansoni infection (n= 6
mice/group). Eosinophils were evaluated by both WSI of histological sections (n= 9
sections/animal) and transmission electron microscopy (TEM) (94,771 pm? of tissue area). b-¢
Representative granulomas showing eosinophils organized in layers and identified by their
segmented nuclei and acidophilic cytoplasm stained pink (H&E) or green (fast green-neutral
red), respectively. The boxed areas in b and ¢ are shown in higher magnification in bi/bii and
ci/cii. d A representative electron micrograph depicts the unique eosinophil ultrastructure.
Secretory granules (seen in higher magnification in the boxed area) display a central electron-
dense core and outer electron-lucent matrix. N, nucleus. e Proportions of eosinophils within the
evolutionary stages of granulomas. The total number of cells/granuloma type is indicated. f The
number of eosinophils/granuloma type significantly decreases alongside granuloma maturation.
Results are expressed as means + SEM. P as indicated by Mann-Whitney test (Acute infection)
and Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s multiple comparisons test (Chronic and Acute +
Chronic infection). ns, not significant. g, gi, gii Schematic representation of three spatial zones
(peripheral, medial, and periovular) within a representative granuloma. h At least 80% of all
granulomas (total n = 424) exhibited most eosinophils in their peripheral zone. i-k Eosinophil
numbers are significantly higher in the granuloma peripheral zone compared to the medial and
periovular zones. Results are expressed as means £ SEM. P as indicated by one-way ANOVA
followed by Tukey’s multiple comparisons test [acute infection (NE, EP), chronic infection
(NE, P) or Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s multiple comparisons test [chronic infection
(EP), acute + chronic Infection (NE, EP)].

Eosinophils are spatially organized and populate a preferential site within
Schistosoma granulomas

The parasite eggs trapped in the liver attract a substantial population of eosinophils
which colonize the hepatic tissue to form granulomas together with other immune and
resident cells . Infiltrating eosinophils were evaluated by both WSI of histological
sections (n=9 sections/animal) and transmission electron microscopy (TEM) (Fig. 2a).
In WSI scans of granulomas (n=442), eosinophils were unambiguously identified by
their segmented nuclei and typical highly acidophilic nature of their cytoplasmic
secretory granules (specific granules), which appear pink (Fig. 2b, bi, bii) or green (Fig.
2¢, ci,cii), when stained with H&E or fast green-neutral red, respectively. The
accumulating presence of eosinophils was also confirmed with TEM which revealed the
unique ultrastructure of eosinophil granules with a crystalline electron-dense core and

an outer, electron-lucent matrix 3! (Fig. 2d). A total of 45,125 eosinophils
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(Supplementary Table I) was quantified and the proportion of these cells per granuloma
stage was determined compared to the total number of cells (total n=142,246 cells) (Fig.
2e).

The pre-granulomatous (PE) stage, i.e., tissue sites in which immune cells are
accumulating and in the process of organization into granulomas (Fig. 1c and
Supplementary Fig. S1) depicted more than 50% of their total number of cells
composed only of eosinophils (Fig. 2e). However, following granuloma formation in
both acute and chronic infections, the proportion of eosinophils was smaller compared
to the PE stage and remained stable in relation to the whole cell community (range of
27-30% of all granuloma cells) in all types of granulomas (Fig. 2¢). Quantitative
analyses showed that the total number of eosinophils (n= 45,125 eosinophils)
significantly reduced in parallel with the disease progression (Fig. 2f and
Supplementary Table I).

Notably, once inside a mature granuloma, eosinophils were not irregularly
scattered as seen in the pre-granulomatous phase (Fig. 1¢ and Supplementary Fig. S1),
but mostly organized in layers (Fig. 2b, ¢). To gain a deeper understanding of how the
eosinophil population was arranged within granulomas, we next investigated their
spatial distribution in more detail. Based on the parasite egg localization, three spatial
granuloma zones—periovular, medial, and peripheral—(Fig. 2g, gi, gii) *? were digitally
established as detailed (Supplementary Fig. S2), and the eosinophil number was
quantitated in each zone. Our digital annotation strategy for granuloma zonation helped
provide consistent zone measurements even when the section plane showed granulomas
with eccentric eggs (Supplementary Fig. S2).

The investigation of zonated individual granulomas (n=424 granulomas,

totalizing 1,272 annotated zones) revealed that at least 80% of all granuloma types (NE,
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EP, and P) had a predominant number of eosinophils in the peripheral zone (Fig. 2h).
Notably, quantitative analyses demonstrated a significantly greater proportion of
eosinophils in the peripheral zone compared to the medial and periovular zones
regardless the type of granuloma and time of infection (Fig. 2i, j, k). The least
proportion of eosinophils was found in the periovular zone (Fig. 2i, j, k).

Classical roles of eosinophils are based on their effector responses associated
with the release of their preformed pools of granule-stored products, including major
basic protein (MBP)-1 33, an abundant eosinophil cationic protein **. MBP is recognized
as a classical marker for both eosinophil localization and degranulation *3. When

34,35 and is considered an in

released, MBP mediates cytotoxicity to a variety of tissues
vitro helminthotoxin against S. mansoni larvae 2. We next interrogated the spatial
distribution of MBP-1 within evolutional granulomas elicited by the acute and chronic
experimental infection in mice (Fig. 3a). WSI scans of liver sections showed a robust
and spatially well-defined MBP-1 staining in all granuloma types (Fig. 3b). Our
zonation approach (Supplementary Fig. S2) applied to individual granulomas
demonstrated a high MBP-1 concentration in the granuloma peripheral zone, with eggs
negative or showing negligible immunolabeling for this protein (Fig. 3¢, d). Additional
quantitative analyses revealed that 73-91% of all granulomas (n=67 granulomas) had
immunolabeling for MBP-1 predominantly localized in the peripheral zone (Fig. 3e).

Thus, IHC for MBP-1 confirmed the preferential spatial localization of eosinophils in

the peripheral zone of all evolutive stages of Schistosoma granulomas.
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Fig. 3 MBP-1 is highly concentrated within the peripheral zone of Schistosoma
granulomas. a Experimental setup to investigate major basic protein (MBP)-1 immunolabeling
within evolutional hepatic granulomas formed in mice with acute and chronic S. mansoni
infection (n=4 animals per group). Liver sections (n=5/animal) were processed for
immunohistochemistry (IHC) using a monoclonal anti-MBP-1 antibody and scanned through
WSI. Granulomas (total n=67) were outlined, and enumerated, and the immunolabeling
intensity was evaluated for determination of the immunostaining area (%). b Representative
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WSI scans of the liver after IHC for MBP-1 reveal a high concentration of MBP-1, seen as a
brown precipitate, within the peripheral zone of all granuloma types. ¢-d Zonation approach
applied to representative granulomas for image analysis of the MBP-1 immunolabeling area (%)
per zone. A range of 73-91% of all immunolabeling was localized in the peripheral zone.
Granuloma binary images are shown in ciii and diii. e Quantitative analysis (n=67 granulomas)
detected a predominance of MBP-1staining in the peripheral zone of all granuloma stages.

Eosinophils establish direct interaction with other immune cells in the peripheral
zone of Schistosoma granulomas

To identify relevant ultrastructural features of eosinophils while in the
granuloma microenvironment, we performed a comprehensive study using TEM. TEM
uniquely captures the cell behavior at high resolution in its tissue context, and it is
particularly elucidative in demonstrating the intricate and varied secretory activities of
eosinophils 3. By analyzing a total of 786 electron micrographs from both acute and
chronic infections, corresponding to a total area of 94,771 um? (Fig. 4a), we uncover
that eosinophils within the peripheral zone were tightly organized in clusters (Fig. 4b),
and notably connected to other immune cells (Fig. 4c, d, ¢). We identified physical
interaction between eosinophils and lymphocytes (Fig. 4c, d), neutrophils (Fig. 4d, e),
macrophages (Fig. 4¢), and plasma cells (Fig. 4e). At high magnification, cell-cell
contacts appeared as small areas with increased thickness alongside the plasma
membrane interfaces (Fig. 4¢, ci). Of 275 eosinophils, 198 (72%) were contacting one
or more immune cells (Fig. 4f). Our analyses also revealed that not only mature
eosinophils (Fig. 2d, 4b, ¢, d) but also eosinophils with immaturity signs such as the
presence of cytoplasmic coreless granules (immature specific granules) and high

31 36

amount of ER strands were present in the peripheral zone of Schistosoma

granulomas (Fig. 4e, ei).
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Fig. 4 Eosinophils establish physical interaction with other immune cells in the peripheral
zone of Schistosoma granulomas. a Experimental setup to investigate the ultrastructure of
eosinophils within the granuloma microenvironment. Hepatic granulomas from both acute and
chronic infections were processed for transmission electron microscopy (TEM), and 786
electron micrographs, obtained from the peripheral zone (corresponding to a 94,771 um? of
granuloma area) were analyzed with FIJI software. All intact eosinophils showing entire cell
profile (n=275) were scored and individually examined at high resolution. b Clusters of
eosinophils showing cell-cell interactions. Red lines outline the interface between eosinophils. ¢
Eosinophil-lymphocyte interaction. The boxed area in ¢ is shown in higher magnification in ci.
Arrowheads indicate cell-cell contact sites. d-e An eosinophil is contacting several types of
immune cells. ei Higher magnification of the boxed area in e shows an incompletely mature
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eosinophil with coreless granules and a high amount of endoplasmic reticulum (ER) strands. f
Most eosinophils (72%) were directly interacting with one or more immune cells. N, nucleus;
Gr, secretory granule.

We next evaluated the occurrence of ultrastructural changes underlying
eosinophil secretion, a process collectively known as degranulation 3% 3, Single-cell
imaging of eosinophils (n=275) revealed a prevalent morphologic pattern consistent
with piecemeal degranulation (PMD), a frequent mode of eosinophil secretion in vivo
during eosinophil-associated diseases (EADs) 37 (Supplementary Fig. $3). These results
were consistent with previous work in acute schistosomiasis in mice 2. PMD is a
vesicle-mediated secretory process involved in the release of small amounts of granule-
derived proteins 3¢ 3738 PMD enables differential secretion of specific cytokines and
MBP-1 and has been associated with eosinophil regulatory mechanisms modulating
local immune responses 26333,

Together, our TEM findings identify that, within the granuloma peripheral zone,
eosinophils organize themselves, establish tight interactions with other immune cells,

and secrete through PMD, thus supporting a potential immunoregulatory role for these

cells rather than direct destruction of parasite eggs.

The spatial localization of eosinophils within Schistosoma granulomas is conserved
in natural infection

The consistent eosinophil compartmentalization in the peripheral zone of
granulomas from both acute and chronic experimental infection interrogated whether
the same pattern occurs in natural infections. Then, we sought to investigate the liver of
the neotropical, semi-aquatic rodent N. squamipes (water rat) (n= 4 animals) captured
during a long-term study in endemic areas of schistosomiasis in Brazil (Fig. 5a) *°. N.

squamipes plays a crucial role as wild reservoirs for human schistosomiasis,
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perpetuating the transmission cycle in nature and serving as important biological
indicators of the S. mansoni transmission sites due to their high susceptibility #'. With
wide geographic distribution, N. squamipes is one of the main non-human definitive
hosts of S. mansoni in Brazil with well-characterized traditional parameters of the
infection (consistent worm burden and egg deposition, and development of
granulomatous responses) 2> 4!, Tissue sections (n=9/animal) stained with H&E were
prepared and digitally scanned (WSI) (Fig. 5a) using the same approach as for the
experimental infection (Fig. 1a) and a total of 142 hepatic granulomas corresponding to
1,033 mm? of tissue area were analyzed (Fig. 5a and Supplementary Table II).

The granulomatous inflammatory response of S. mansoni-infected N. squamipes
manifested as well-defined lesions in the liver, as previously reported 2% 2, We found
the same evolutive stages of granulomas (Fig. 5b) as observed in the experimental
infection (Fig. 1¢), but with a higher prevalence of granuloma P-type (Fig. 5c). This
may be attributed to the multiple reinfections experienced by this rodent throughout its
lifetime, leading to subsequent acquired immunity and/or enhanced capacity to manage
the infection »°. The presence of newly formed granulomas (PE and NE) informed that
new eggs continue to reach the liver, likely due to repeated exposure to infectious
cercariae, which is also a common aspect in humans living in endemic regions for
schistosomiasis 3°. Evolving granulomas had a progressive accumulation of ECM fibers
and reduced cell numbers as the EP granulomas evolved to the P stages (Fig. 5b, d, e).

Next, we evaluated the population of eosinophils within granulomas (Fig. 5f, g)
after staining with H&E (Fig. 51, fi) or fast green-neutral red (Fig. 5g, gi). Our analyses
revealed the same pattern of eosinophil accumulation seen in the experimental model:
initially as a disordered cell collection in a pre-granulomatous phase (PE stage) (Fig.

5b), and subsequently, as an organized population within mature granulomas (Fig. 5f,
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g). Eosinophil numbers significantly reduced alongside granuloma maturation and
involution (Fig. Sh). The proportion of eosinophils (n= 3,402) in relation to the total
number of granuloma cells (n=15,395) was higher in the PE stage (31%) compared to
the other stages (range of 11-22%) (Fig. 51).

We next investigated the spatial distribution of eosinophils within individual
granulomas (n= 142) by applying our zonation approach as detailed in Supplementary
Fig. S2. We found that (80-100%) of all evolutional granulomas showed predominant
numbers of eosinophils in the peripheral zone (Fig. 5k). Notably, quantitative analyses
demonstrate a significantly higher proportion of eosinophils in the peripheral zone
compared to the medial and periovular zones, with the lower proportions found in the
periovular region (Fig. 51).

Thus, our findings revealed that, within hepatic Schistosoma granulomas
triggered by natural infection, eosinophils show a “spatial adaptation”, remaining
mostly compartmentalized in the granuloma peripheral zone, a conserved localization

reproduced, as noted, by the experimental infection.
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Fig. 5 Eosinophils show spatial adaptation within granulomas elicited by natural infection.
a Experimental setup to analyze hepatic granulomas in the wild reservoir N. squamipes (n= 4)
captured in an endemic area of schistosomiasis in Brazil (Sumidouro district, Rio de Janeiro
state). After infection confirmation, tissue collection was performed for histopathology (n=9
sections/animal) using the same approach as established for the experimental infection in mice.
In WSI scans of H&E-stained sections, all granulomas (n=142) were outlined, enumerated, and
classified per evolutive stage. b-¢ Pre-granulomatous and granulomatous phases and their
evolutive stages (types and proportions) observed after H&E and Gomori’s staining.
Progressive reduction in size and accumulation of collagen fibers, stained green, are noted. d-e
The granuloma size (area) and its total number of cells are significantly reduced alongside
granuloma life. Granuloma area (mm?) was determined for individual granulomas. Scattered
dots in d represent single granuloma data. A total of 15,395 cells was quantified and the mean
number of cells was established per granuloma type. Results are expressed as means + SEM. P
as indicated by Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s multiple comparisons test. f-g
Eosinophils identified within granulomas with their cytoplasms pink (H&E) or green (fast
green-neutral red). The boxed areas in f and g are shown in higher magnification in fi and gi. h
Number of eosinophils per granuloma type expressed as means £ SEM. P as indicated by one-
way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparisons test. i Proportions of eosinophils
(n=3,402) in relation to the total number of granuloma cells (n=15,395). j Representative
granuloma after application of our zonation approach to quantitate cosinophils within the
periovular, medial, and peripheral zones. k 80-100% of all granulomas (total n=142) exhibited
most eosinophils in their peripheral zone. 1 Eosinophil numbers are significantly higher in the
granuloma peripheral zone compared to the medial and periovular zones. Results are expressed
as means + SEM. P as indicated by one-way ANOVA followed by Tukey’s multiple
comparisons test (NE, EP) or Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s multiple comparisons test

(P).
Eosinophils occupy a major ecological niche within Schistosoma granulomas

To further confirm the eosinophil spatial organization within the hepatic
granulomas triggered by S. mansoni infection, we performed quantitative 3D
histological reconstructions of entire granulomas (Fig. 6 and Supplementary Table III).
A representative granuloma of each evolutional stage (PE, NE, EP, and P) from both
experimental and natural infections was fully sectioned, and after alignment and
segmentation, eosinophils were mapped in each serial section through WSI before
granuloma reconstruction (Fig. 6a, b, and Supplementary Video 1). With our unique
approach, the volume of each granuloma type was calculated (Fig. 6¢), and the
cumulative presence of eosinophils was seen across the granuloma volume, separate

from all other cells and ECM fibers (Fig. 6d). Consistent with our previous data here,
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both volume (Fig. 6¢) and the number of eosinophils (Fig. 6d) decreased during the

process of granuloma formation (Supplementary Table IIT).
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Fig. 6 Three-dimensional (3D) reconstructions highlight an eosinophil niche within
Schistosoma granulomas. a Experimental setup for 3D reconstruction of serial histological
sections of mice and N. squamipes hepatic granulomas. Livers from S. mansoni-infected
animals were embedded in plastic resin (glycol methacrylate), serially sectioned in a microtome
(3um thickness), and H&E-stained. In total, 1,048 slide, each one containing one section, were
scanned (505 from mice and 543 from N. squamipes) for whole granuloma identification and
segmentation. Serial sections were aligned and tissue was labeled with the use of Adobe
Photoshop software. 3D reconstruction and rendering were performed with Adobe After Effects.
b Steps for 3D reconstruction and modeling of a representative EP granuloma. The Schistosoma
egg (yellow) and eosinophils, identified by their typical morphology (segmented nuclei and
acidic cytoplasm stained in pink with H&E staining as in Fig. 2b) were manually labeled red.
Sections were then sequentially organized in the z-axis to form a 3D structure. The granuloma
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was segmented from the hepatic tissue to reveal the spatial distribution of its eosinophil
population within the granuloma microenvironment. ¢ Reconstruction of segmented granulomas
of all evolutional stages from both infection models. d 3D spatial localization of eosinophils
within the granuloma evolutional stages. e Interior of the 3D reconstructed granulomas after
segmentation. While eosinophils appear as a disordered cell collection in the pre-granulomatous
phase (PE stage), the preferential localization of eosinophils is uncovered alongside the
granulomatous stages (NE, EP, and P).

The entire eosinophil population within 3D-reconstructed granulomas is shown
in Fig. 6d and after 3D image segmentation (Fig. 6¢) for better visualization of the
eosinophil spatial localization. Both experimental (Supplementary Video 2) and natural
(Supplementary Video 3) infections showed the same pattern of 3D spatial
compartmentalization of eosinophils throughout the granuloma life (Fig. 6d). The pre-
granulomastous phase (PE stage) was visualized as a very dense and disordered
collection of recruited eosinophils (Fig. 6d, ). However, within established granulomas,
eosinophils organize themselves within the peripheral zone (Fig. 6d, ¢).

Taken together, eosinophils predominantly inhabit a distinct, peripheral region
within evolving Schistosoma granulomas, thus delineating an ecological niche
conserved across time and space and with functional implications to the cell community

and granuloma life.

Discussion

Although the traditional view of eosinophils is that these cells kill parasitic
helminths like S. mansoni as part of an innate immune response, the massive presence
of eosinophils within S. mansoni eggs-containing granulomas remains an enigma > 1,
As one of the most extensive studies of eosinophils across evolving Schistosoma
granulomas to date, we identified an ecological niche of eosinophils conserved in both
experimental (acute and chronic) and natural infections. Quantitative image analyses

integrated with a zonation approach applied to individual granulomas, and 3D

reconstructions of entire granulomas revealed that most eosinophils lodge in a particular
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territory within the granuloma boundaries. Spatially in this niche, eosinophils establish
solid interactions with other immune cells and release their granule-stored products
mainly through PMD. Yet, not only fully mature but also incompletely mature
eosinophils inhabit this niche. Therefore, the term “ecological niche”, meaning a
specific microenvironment in which cells can settle, differentiate, and interact with

other cell populations &

, can be fully applied to the uncovered eosinophil spatial
compartmentalization. This work contributes to an expanding understanding of
Schistosoma granulomas as locations in which inflammatory cells—eosinophils—are not
merely concentrated but spatially adapted to the microenvironment.

Our findings highlight the robustness and reliability of the eosinophil ecological
niche across diverse infection conditions. At least 80% of all evolutional mature
granulomas, individually analyzed in both experimental (acute and chronic) and natural
infection models, showed a predominant number of eosinophils within this niche. This
is particularly noteworthy due to the notable differences inherent to experimental and
natural infections ** 44, Experimental murine infections involve a single exposure with
defined S. mansoni isolates, time, and dose of infection, whereas natural infections are
gradually acquired with natural isolates of the parasite and undefined time of infection
43 Most Schistosoma infections in humans are acquired gradually over years **.
Moreover, as noted by our study and others, natural infections are less intense than the
experimental ones >4,

What is the functional meaning of an “eosinophil ecological niche” in hepatic
granulomas triggered by schistosomiasis mansoni? Our findings demonstrate that, while
eosinophils are irregularly distributed in a pre-granulomatous phase (PE stage), they are
very organized within mature evolutional granulomas in a way that could maximize
their effectiveness to the granuloma life. As a potential result of such an organization,
eosinophils can more efficiently communicate with other cells. Our TEM analyses at
single-cell resolution captured that 72% of eosinophils in this niche interacted
physically with other cells of the immune system, particularly lymphocytes, neutrophils,
plasma cells, and macrophages. Cell-cell contact is an important event underlying the
functioning of immune cells within environmental niches and considered critical for the
development of efficient immunoregulation *S. Notably, eosinophils have a diverse

arsenal of molecules, which potentially enable them to interact with every cell type in a

tissue Y7, As a source of cationic proteins such as MBP-1 and many cytokines,
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eosinophils can differentially and gradually release these granule-derived immune
mediators through PMD 333748 a secretory process confirmed here during
schistosomiasis %° that may likewise reflect their role as immunoregulatory cells 25 %,
Thus, our findings illuminate a regulatory activity for eosinophils, which may be
modulating local tissue immune responses in schistosomiasis, but its impact within this
niche is still to be clarified.

In addition to cell-cell interactions, in the light of Ecology, there are
microenvironmental factors that can govern cell survival and differentiation within an
ecological niche %. Thus, the spatial architecture of the eosinophil ecological niche may
benefit eosinophil differentiation in situ. In line with our findings of immature
eosinophils within this niche, a high number of eosinophils in different stages of
maturation was localized in the peripheral zone of hepatic Schistosoma granulomas in
mice #°. Spatial compartmentalization and local maturation have recently emerged as
important features of eosinophil biology, acting as key contributors to eosinophil
functional diversity %3,

Deciphering in detail the distribution, behavior, and specific functions of
eosinophils within granulomas is of considerable interest to understanding
schistosomiasis. This has been a challenging task, especially because of the complex

architecture and dynamics of Schistosoma granulomas. While eosinophilia is

traditionally linked to the in vivo destruction of Schistosoma eggs in hepatic granulomas

52,53, 54 55, 56,57, 58

, eosinophil-deficient mouse models or mice treated with a monoclonal
antibody anti-interleukin (IL)-5, an essential cytokine for eosinophil development *°,
showed no impact on worm or tissue egg burdens. The absence of eosinophils does not

seem to impact the granuloma formation either. Most works using eosinophil depletion

55, 56,59 nt 5659,

did not find changes in granuloma size and number or fibrosis developme
although reduced fibrosis °7 %, as well as larger (chronic phase) 37 or smaller (in both
acute and chronic phases) *® granulomas were also reported. However, the
comparability of these multiple studies is challenging, considering that they did not
account for the evolutive stages of granulomas. Our analyses show that the Schistosoma
granuloma is an evolutionary system that reduces in size, total number of cells, and
number of eosinophils alongside granuloma maturation.

Our findings do not favor a direct role for eosinophils towards the parasite. The

segregation of most eosinophils and their MBP-1 content in the peripheral zone of
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evolutional granulomas, and not within their periovular zones, in which the parasite
eggs are biologically active and secreting SEAs, % supports a scenario inconsistent with
the eosinophil view as “helminth killers”. The discovery of a conserved eosinophil
ecological niche within Schistosoma granulomas contributes to the understanding of the
complex eosinophil biology in helminth infections and highlights the intricate
eosinophil-parasite-microenvironment interactions established during very long co-

evolution.

Methods
Animals and models of infection
Mice

Swiss Webster female mice were obtained from the Federal University of Minas
Gerais (UFMG) animal facility (Belo Horizonte, Brazil), and maintained under standard
conditions. Animals aged 70 days were inoculated (n=12) or not (n=6) with a single
inoculum of S. mansoni cercariae (100 cercariae/mouse), LE strain, as described .
Animals were infected by an experienced technician at the Laboratory of
Schistosomiasis (Department of Parasitology, UFMG, Brazil) where the LE strain of S.
mansoni has been routinely maintained through successive passages in Biomphalaria
glabrata and Mesocricetus auratus as described 2. The infection was confirmed by the
presence of parasite eggs in the animal feces in the fifth week of infection 26. All
classical parameters confirmatory of a fully developed acute infection, such as:
hepatomegaly; high density of eggs in the liver; well-characterized granulomatous
inflammation around deposited eggs; alteration of liver enzymes; increased levels of
Th2 cytokines and extensive eosinophil infiltration have been consistently demonstrated
in this model 226, We have complied with all relevant ethical regulations. Animal

studies were approved by the Oswaldo Cruz Foundation Ethics Committee on Animal
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Use (CEUA — Comissdo de Etica no Uso de Animais/FIOCRUZ, protocol LW-
32/2012), which follows the Brazilian guidelines recommended by the National Council
for Animal Experimentation — CONCEA (Conselho Nacional de Controle em
Experimentagdo Animal). All animals were monitored daily for survival and well-being
(home cage evaluation, body condition, skin lesions, mobility, and other general

conditions) .

Nectomys squamipes

The neotropical, semi-aquatic N. squamipes, also known as water rat, is a natural host
for S. mansoni in Brazil with a wide geographical range *"%*. N. squamipes specimens
were captured in an endemic area (Sumidouro district, Rio de Janeiro state, Brazil) by
the technical staff from the Laboratory of Biology and Parasitology of Wild Mammals
Reservoirs (FIOCRUZ, Rio de Janeiro, RJ, Brazil) as described *° and under
authorization of the Brazilian Government’s Chico Mendes Institute for Biodiversity
and Conservation (ICMBIO, license 13373). According to routine procedures, adult
rodents were assessed to confirm infection by S. mansoni and other parasites and
divided into two groups (infected and non-infected; n=4/group). Infected N. squamipes
were identified by the presence of adult worms in mesenteric veins using perfusion of
the portal-hepatic system *°. Worms recovered from each infected animal were counted
with the aid of a stereomicroscope. In addition to the presence of adult worms in the
mesenteric veins, positivity was confirmed by parasite eggs found in stool tests 5. All
procedures followed the guidelines for the capture, handling, and care of animals of the
Ethical Committee on Animal Use of the Oswaldo Cruz Foundation (CEUA, licenses

LW81/12 and L-036/2018). Biosafety procedures and personal protective equipment,
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including biosafety level three respirators, were used during all procedures involving

animal handling and biological sampling.

Organ harvest

Mice were euthanized at day 55 (n=6) and 120 postinfection (n=6), corresponding to the
acute and chronic phases of the disease, respectively, by exsanguination (full bleed)
under deep anesthesia by cardiac puncture as before 6. The anesthetic protocols
included ketamine (100mg /mL) combined with acepromazine (10 mg /mL) at a ratio of
9:1 (dose of 0.15 mL/100 g body weight) %. N. squamipes specimens were euthanized
through cardiac puncture after the application of anesthetics with perfusion of the
portal-hepatic system as before *°. Tissue collection for N. squamipes was performed at

the expedition site.

Specimen processing for histological analyses

Liver samples from infected and uninfected animals were removed from the right lobe
and divided into approximately 5 mm? fragments, which were immediately fixed in 4%
paraformaldehyde in buffered phosphate, pH 7.4, 0.1M overnight at 4°C 26, Next day,
the specimens were transferred to the same buffer solution and kept at 4°C for further
histological processing. Samples were embedded in GMA (Leica Historesin Embedding
Kit, Leica Biosystems, Heidelberg, Germany) for histopathological evaluation or
Paraplast® (Sigma-Aldrich, USA) for IHC as described below. For the study of
histopathological parameters, samples were dehydrated, embedded in GMA and cut at 3
um-thickness using a microtome (Leica RM2155) 26, One advantage of this resin is to
avoid tissue damage induced by heating required for the embedding step with classical

paraffin embedding. Moreover, glycol methacrylate provides higher tissue resolution,
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important to visualize fine morphological details. Better resolution is due to plastic
polymerization that causes less shrinkage and retraction compared to conventional
techniques %°. Nine tissue sections were obtained per animal. Each three sections were
serially acquired and stained respectively with hematoxylin-eosin (H&E), Gomori’s
trichrome stain (Sigma-Aldrich) and Fast green-Neutral red (Sigma-Aldrich). An
interval of 300 um was kept between each group of three sections to ensure analysis of
different granulomas, thus precluding reanalysis of the same granuloma %°. Sections
stained with H&E were used for qualitative and quantitative evaluation of the
granulomatous inflammation whereas Gomori’s trichrome stain was applied for
visualization of ECM fibers (fibrosis) 2. Eosinophils were detected in histological
sections by their typical features: segmented nuclei, which stain purple (hematoxylin) or

red (neutral red) and highly acidophilic cytoplasm due to the presence of a rich
population of secretory granules, which stain pink (eosin) 2> 26 or green (fast green) .
Immunohistochemistry (IHC) for MBP-1

IHC was performed using a detection system (Novolink™ Polymer Detection Kit, Leica
Biosystems, Wetzlar, Germany) and a rat monoclonal anti-mouse IgG2a MBP-1
primary antibody (clone 14.7.4, 5 pg/ml, Lee Laboratories, Mayo Clinic, Scottsdale,
AZ, USA) whose MBP-1 specificity has been well validated in previous studies 26 %, In
brief, Paraplast®-embedded 5 um-thick sections from mouse livers (n=4 animals/group)
were deparaffinized, hydrated, washed in PBS 1x, pH = 7.4, and submitted to antigen
retrieval with sodium-citrate buffer, pH = 6.0, moist heat, and pressure prior to
immunolabeling %°. After blocking endogenous peroxidase and unspecific proteins with

hydrogen peroxidase blocking solution and protein block solution (Novolink™),

respectively, cells were incubated overnight at 4 °C with the primary antibody. Next,
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cells were incubated in a solution containing the secondary antibody (rabbit anti-mouse
IgG, <10 pg/mL in 10% v/v animal serum in tris-buffered saline 0.1%, ProClin™ 950,
Novolink™), a polymer (anti-rabbit Poly-HRP-IgG, <25 pg/ml, in 10%, v/v, animal
serum in tris-buffered saline 0.1%, ProClin™ 950; Novolink™), and the
diaminobenzidine chromogen (DAB) diluted in a substrate buffer with < 0.1% hydrogen
peroxide and preservative (Novolink™ Kit) for reaction visualization. For negative
controls, a rat I[gG2a kappa isotype control (R35-95, BD Biosciences) was used as a
primary antibody to verify the specificity of the reaction. Positive staining was detected

by brown-colored products in the cytoplasm.

Transmission electron microscopy (TEM)

Samples for TEM were prepared as before . Liver fragments containing granulomas
were fixed in a mixture of paraformaldehyde 1% and glutaraldehyde 1.25% (EM grade,
50% aqueous, Electron Microscopy Sciences-EMS, Hatfield, PA, USA) in 0.1M
phosphate-buffered saline, pH = 7.4, at room temperature. After 2 h, fragments were
sliced into smaller pieces (1 mm?) and fixed in the same fixative solution described
before overnight at 4°C. Then, fragments were washed twice in 0.1M sodium phosphate
buffer for 4 h each at 4°C and kept in the same buffer for further processing. Post-fixing
was done in 1% osmium tetroxide in Sym-Collidine buffer, pH 7.4, for 2 h at room
temperature, followed by washing with sodium maleate buffer, pH 5.2. Samples were
stained en bloc in uranyl acetate 2% (EMS) in 0.05 M sodium maleate buffer, pH 6.0,
for 2 h at room temperature and washed in the same buffer as before. Then, samples
were dehydrated in graded ethanol and acetone and infiltrated and embedded with a
propylene oxide-Epon sequence (Eponate 12 Resin; Ted Pella, Redding, CA, USA).

Polymerization happened at 60 °C for 16 h. Ultrathin sections were done with a Leica
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ultramicrotome (EM UC6), placed on copper grids (Ted Pella), stained with lead citrate,
and examined with a transmission electron microscope (Tecnai G2-20-ThermoFischer
Scientific/FEI 2006, Eindhoven, the Netherlands) at 80-120 KV equipped with an MT
NanoSprint43-MKII (43 megapixel) CCD camera. At least three grids from each sample

were analyzed.

Image analysis

Whole Slide Imaging

Slides prepared for histological and IHC analyses were scanned using a 3D Histech
Panoramic Scan Digital Slide Scanner (3D Histech Kft. Budapest, Hungary), which
enables a resolution of 0.23um per pixel, connected to a computer (Fujitsu Technology
Solutions GmbH, Munich, Germany) ?°. Tissue section areas were analyzed using
Pannoramic Viewer 1.15.2 SP2 RTM (3D Histechkft.) and Histoquant (3D Histech kft.)
software, which provide a morphometric detailed analysis with precise measurements of

different morphological parameters as described below 2% %,

Enumeration and classification of granulomas

Hepatic H&E-stained sections, obtained as above through WSI, were measured and all
evolving granulomas (total n=442 from mice and n=142 from N. squamipes) were
outlined and identified with a number. Granulomas lacking the egg were not included.
The following morphometric parameters were evaluated: (i) enumeration and
classification of each granuloma per evolutionary stage as detailed in (Supplementary
Figure S1); (ii) frequency of each granuloma evolutionary stage; (iii) size (area) of

individual granulomas; and (iv) total number of cells within each granuloma. In parallel,
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Gomori’s trichrome-stained sections subjacent to the H&E-stained sections, were
inspected for visualization of ECM deposition and organization, which is helpful for the

granuloma classification 2°.

Eosinophil quantification and distribution within granulomas

To analyze the number of eosinophils within each granuloma, high-resolution images
from H&E-stained sections (n=9 sections/animal) of individual granulomas were
acquired through WSI. Eosinophils were defined based on their typical histological
features as described above and manually annotated. The following parameters were
evaluated for each granuloma type: (i) total number of eosinophils and (ii) proportion of
eosinophils compared to the total number of cells. Additionally, the numbers and spatial
distribution (proportion) of eosinophils were evaluated within three different zones in
each granuloma: periovular, medial, and peripheral, each one corresponding to one third
of the granuloma area 3> *°. Zones were established based on the distance from the lines
of the perpendicular axis from egg shell to the boundary of the granuloma as detailed in

(Supplementary Fig. S2).

THC quantitative analysis

The slides were digitized at 20x magnification using the 3DHistech scanner (Budapest,
Hungary) and analyzed at 20x magnification using the Case Viewer 2.3 software
(Budapest, Hungary). The total area and the area fraction density of the MBP-1
immunolabeling were measured by semiautomatic morphometric analysis, using the
ImagelJ 1.53e software (National Institutes of Health, USA). The hematoxylin/DAB

mask was selected and the brown pixels from DAB-stained cells were automatically
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calibrated to create a binary image. The threshold of 0 to 132 pixels was applied to

calculate area proportion of the immunostaining.

TEM qualitative and quantitative analyses

Electron micrographs showing infiltrated eosinophils were randomly acquired at
different magnifications (total of 786 electron micrographs), and a total of 94,771 um?
of tissue area from the peripheral zones of hepatic granulomas was analyzed. To
investigate the eosinophil ultrastructure, all eosinophils found in the tissue areas were
scored (n=275) and the cells were evaluated for maturity, immaturity, and secretory
aspects as described 3 as well as their cell-cell interactions. The number of eosinophils
in physical interaction with immune cells (cell-cell contacts) was established. All
quantitative analyses were performed using Fiji ImageJ software (National Institutes of

Health).

3D reconstructions of serially sectioned hepatic granulomas

3D reconstructions of entire granulomas were adapted from 7 using serial two-
dimensional (2D) images obtained from the livers through WSI. Briefly, GMA-
embedded 5 mm?tissue blocks from both experimental (mice) and natural (V.
squamipes) models of S. mansoni infections were serially cut at 3 um on a microtome
(Leica RM2155). In total, 505 serial sections were obtained from Swiss mice and 543
from N. squamipes. The sections were stained with H&E and scanned on a digital
scanner as above. Representative granulomas (one for each evolutionary stage) were
identified and serial images in TIFF format were captured for each granuloma type from

the same animal based on alignment with Adobe Photoshop software (Adobe Inc., San
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Jose, CA, USA). Next, infiltrating eosinophils in different regions of the granuloma and
the parasite egg were identified as described above and highlighted in each serial-
aligned image. The images were exported (PNG format) and sequentially imported into
Adobe After Effects software (Adobe Inc.) to construct the 3D volumes. Lastly,
animations were made using object rotation tools in the three spatial axes (x, y, z) and
changes in layer opacity, position, and scale for a more complete visualization of the

reconstructed tissue and eosinophil spatial localization.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed and graphs were made using GraphPad Prism®
software, version 8.0.2 (San Diego, CA, USA). For two-group comparisons, the
Student’s t-test was applied for parametric variables, and the Mann-Whitney test was
applied for non-parametric variables. For three-group or more comparisons, the one-
way or two-way ANOVA test was performed, followed by the Tukey’s post-test for
parametric variables, or the Kruskal-Wallis test was used, followed by Dunn’s multiple
comparisons test for non-parametric variables. The level of significance used for all
analyses was < 0.05. Data are presented as the mean = SEM unless otherwise specified.
Data in bar plots graphs are expressed as means or mean + SEM. Data in box plot

graphs are presented as minimal to maximal values and median.

Supplementary Material

Supplementary Fig. S1: Distribution and histopathological features of Schistosoma
hepatic evolutional granulomas.

Supplementary Fig. S2: Digital annotation workflow for granuloma zonation.
Supplementary Fig. S3: Eosinophils degranulate through piecemeal degranulation
(PMD) within Schistosoma granulomas.
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Supplementary Table I: Histopathological data from mice with acute and chronic
infection of Schistosoma mansoni.

Supplementary Table II: Histopathological data from Nectomys squamipes naturally
infected with Schistosoma mansoni.

Supplementary Table III: Quantitative data from 3D reconstructed granulomas.

Supplementary Video 1: 3D reconstruction steps

Supplementary Video 2: 3D reconstruction of hepatic granulomas from the
experimental infection.

Supplementary Video 3: 3D reconstruction of hepatic granulomas from the natural
infection.
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Riﬁmicroplus responsible for significant economic losses. The use of chemical acaricides is still the most widely used control

Efficacy

method despite its known disadvantages. Vaccination would be a safe altemative for the control of R. microplus
and holds advantages over the use of chemical acaricides as it is environmental-friendly and leaves no residues in
meat or milk. Two vaccines based on the Bm86 protein were commercialized, TickGARD® and Gavac®, with
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coveries of candidate antigens for R. microplus tick vaccines as well as the methods used to test their efficacy.

Vaccination
Protein
Peptide

1. Introduction activities worldwide, with a global population of approximately one
billion head of cattle (Robinson et al., 201 4). The world’s second-largest
Livestock is one of the most important and profitable agribusiness cattle herd can be found in Brazil, with approximately 232 million head

* Corresponding author.
E-mail address: giunchetti@icb.ufmg.br (R.C. Giunchetti).

https://doi.org/10.1016/j.ttbdis.2021.101828

Received 11 December 2020; Received in revised form 8 September 2021; Accepted 9 September 2021
Available online 23 September 2021

1877-959X/© 2021 Published by Elsevier GmbH.



