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RESUMO 
 

Eosinófilos têm sido historicamente associados à proteção do hospedeiro contra helmintos 

como o Schistosoma mansoni – o agente causador da esquistossomose –, uma doença tropical 

negligenciada. Estas células se acumulam massivamente em granulomas, principalmente no 

fígado, sendo a principal característica histopatológica desta infecção. Como os eosinófilos 

impactam a vida do granuloma permanece desconhecido. Um grande desafio na compreensão 

do papel dos eosinófilos nessa infecção é a natureza dinâmica e complexa dos granulomas. 

Neste trabalho, eosinófilos foram mapeados ao longo dos estágios evolutivos de granulomas 

hepáticos durante a infecção experimental (camundongos Swiss) e natural (reservatório 

silvestre Nectomys squamipes) por S. mansoni. Fragmentos de fígado de ambos os modelos 

foram processados para análises histopatológicas por Whole Slide Imaging (WSI). Os seguintes 

parâmetros dos granulomas foram avaliados: (i) identificação e distribuição; (ii) área; (iii) 

delimitação das zonas espaciais; (iv) quantificação de eosinófilos e outras células; (v) 

imunomarcação para MBP-1. Eosinófilos foram avaliados qualitativamente e quantitativamente 

por microscopia eletrônica de transmissão (MET). A reconstrução tridimensional (3D) de 

granulomas inteiros em cada estágio evolutivo também foi realizada. Com isso, foi descoberto 

que os granulomas são um sistema evolutivo com uma natureza dinâmica devido às mudanças 

graduais em sua microarquitetura. Em granulomas de ambas as infecções experimental e 

natural, os eosinófilos estão espacialmente organizados e ocupam um importante nicho 

ecológico periférico conservado ao longo de sua evolução espaço-temporal. A imunomarcação 

de MBP-1 em granulomas do modelo experimental confirmou a localização espacial 

preferencial de eosinófilos. Análises ultraestruturais mostraram a interação robusta de 

eosinófilos maduros e imaturos com outras células imunes neste nicho e identificou que estas 

células finalizam sua maturação nos granulomas e desgranulam principalmente por piecemeal. 

Esta compartimentalização espacial, não associada aos ovos do parasito, desafia o conceito de 

eosinófilos atuando como células “matadoras de helmintos” e reforçam sua visão como uma 

célula imunorreguladora na esquistossomose. A descoberta do nicho ecológico de eosinófilos 

na periferia de granulomas contribui para melhor entendimento da complexidade biológica da 

interação eosinófilos-parasito-microambiente durante infecções helmínticas. 

 

Palavras-chave: eosinófilos; esquistossomose; granulomas; fígado; infecção experimental; 

infecção natural; histopatologia; microscopia eletrônica; reservatório silvestre; nicho ecológico. 

  



 

 

 

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. INTRODUÇÃO 

 

A esquistossomose é uma doença tropical negligenciada (DTN) de grande importância 

clínica e socioeconômica causada pelos vermes trematódeos do gênero Schistosoma 

(PIROVICH; DA’DARA; SKELLY, 2022). Dados globais mostram que a transmissão desta 

doença ocorre em 78 países, com mais de 200 milhões de pessoas afetadas, e mais de 200 mil 

mortes ocorrendo anualmente (COLLEY et al., 2014; SKELLY; DA’DARA, 2023). 

Dentre as espécies do gênero, existem três principais que causam a doença em humanos: 

S. mansoni, S. haematobium e S. japonicum, com ocorrência no Brasil apenas da espécie S. 

mansoni (AMARAL et al., 2017; MCMANUS et al., 2018). Atualmente, estima-se que mais 

de 1,5 milhão de pessoas vivem em áreas de risco de transmissão do parasito no Brasil e mais 

de 423 mil casos foram registrados entre os anos de 2009 e 2019 (SECRETARIA DE 

VIGILÂNCIA EM SAÚDE, 2021). 

Apesar da extensa pesquisa em esquistossomose e dos grandes avanços científicos, 

ainda há muito a se aprender sobre a doença, especificamente no que diz respeito ao melhor 

tratamento e desenvolvimento de vacinas (HOTEZ, 2017). Desde 1970, o praziquantel, apesar 

da eficácia incompleta e da possibilidade de resistência ao fármaco, tem sido a quimioterapia 

de escolha no tratamento da esquistossomose e, até o momento, ainda não há vacina eficaz 

disponível contra esta doença (MALTA et al., 2021). 

A principal característica da esquistossomose mansônica é a resposta inflamatória 

granulomatosa desenvolvida em torno dos ovos do parasito, principalmente no fígado e no 

intestino (LLANWARNE; HELMBY, 2021). Os granulomas esquistossomóticos são estruturas 

esféricas, bem organizadas e dinâmicas, formadas pelo ovo do parasito e por grupos de células 

inflamatórias e residentes que interagem entre si e com os componentes de uma matriz 

extracelular heterogênea (MALTA et al., 2021, 2022). 

Os granulomas possuem, como função principal, a proteção do tecido hepático, isolando 

as toxinas secretadas pelos ovos (PAGÁN; RAMAKRISHNAN, 2018; TAKAKI et al., 2021). 

No entanto, o papel dos granulomas ainda é bastante discutido e considerado paradoxal, ou seja, 

enquanto atuam como uma barreira física entre o ovo e o tecido circundante para minimizar o 

dano causado pelos ovos, também constituem a causa da patologia em indivíduos infectados 

com subsequente formação de fibrose (HAMS; AVIELLO; FALLON, 2013). 

Durante sua formação, os granulomas esquistossomóticos passam por mudanças 

morfológicas em sua composição celular e na matriz extracelular. Nosso grupo de pesquisa vem 

investigando essa composição, com foco no estudo dos eosinófilos, células que se acumulam 
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acentuadamente na esquistossomose mansônica (AMARAL et al., 2017; DIAS et al., 2018; 

MALTA et al., 2021, 2022). Classicamente, a função de eosinófilos está associada com a 

proteção do hospedeiro a partir da capacidade dessas células de desgranular, ou seja, liberar 

proteínas tóxicas provenientes de seus grânulos de secreção (WELLER; SPENCER, 2017). No 

entanto, o papel dos eosinófilos na esquistossomose mansônica ainda é 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 eliminação de restos celulares após dano tecidual (MALTA et al., 2022).  

Para gerar conhecimento quanto ao papel dos eosinófilos, é importante entender a 

biologia dos eosinófilos no microambiente dos granulomas induzidos pela infecção por S. 

mansoni. Aspectos como a migração/distribuição de eosinófilos e suas interações dentro de 

granulomas permanecem pouco entendidos, especialmente devido ao desafio imposto pela 

complexidade desses granulomas.  

No presente trabalho, estudamos em detalhes, a partir da aplicação de técnicas 

histopatológicas e reconstruções tridimensionais, a localização espacial de eosinófilos em 

granulomas formados no fígado durante a esquistossomose mansônica usando dois modelos de 

infecção: experimental (camundongos Swiss) e natural (reservatório silvestre Nectomys 

squamipes). 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo geral 

 

- Investigar a dinâmica espaço-temporal de eosinófilos em granulomas hepáticos durante a 

infecção experimental e natural por Schistosoma mansoni. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

- Caracterizar o processo de formação de granulomas na infecção aguda e crônica 

experimental (camundongos Swiss) por S. mansoni; 

- Investigar o recrutamento e distribuição espacial de eosinófilos nos diferentes estágios 

evolutivos de granulomas na infecção aguda e crônica experimental por S. mansoni; 

- Investigar os aspectos ultraestruturais de eosinófilos em granulomas no modelo 

experimental de infecção por S. mansoni; 

- Avaliar a distribuição espacial da Proteína Básica Principal (MBP)-1 nos estágios 

evolutivos de granulomas na infecção aguda e crônica experimental por S. mansoni; 

- Investigar o recrutamento e distribuição espacial de eosinófilos nos diferentes estágios 

evolutivos de granulomas na infecção natural (reservatório silvestre N. squamipes) por S. 

mansoni; 

- Elaborar reconstruções tridimensionais (3D) dos diferentes estágios evolutivos do 

granuloma, em modelo experimental e natural da infecção; 
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3. REVISÃO DA LITERATURA 

 

3.1. Aspectos gerais da esquistossomose 

 

A esquistossomose é uma DTN de grande importância clínica e socioeconômica causada 

pelos vermes trematódeos do gênero Schistosoma (PIROVICH; DA’DARA; SKELLY, 2022). 

A doença é geralmente endêmica em comunidades rurais de baixa renda, com acesso limitado 

a água potável, condições de saneamento inadequados e sem acesso a postos de saúde com 

estrutura para atender a demanda (AULA et al., 2021).  

Dentre as espécies do gênero, existem três principais que causam a doença em humanos: 

S. mansoni, S. haematobium e S. japonicum, com ocorrência no Brasil apenas da espécie S. 

mansoni (AMARAL et al., 2017; MCMANUS et al., 2018). A espécie foi introduzida no país 

durante o período da escravidão, onde a partir do tráfico de escravos africanos infectados, o 

parasito encontrou um ambiente propício para seu desenvolvimento, devido a presença de um 

hospedeiro intermediário suscetível (moluscos do gênero Biomphalaria) (KATZ; ALMEIDA, 

2003; SOUZA et al., 2011). 

Recentemente, a Organização Mundial da Saúde (OMS) renovou os esforços na luta 

contra DTNs a partir das diretrizes para DNTs 2021-2030 para alcançar os objetivos de 

desenvolvimento sustentável no planeta (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020b). Este 

roteiro contou com a contribuição de 194 países durante a 73ª Assembleia Mundial da Saúde 

em novembro de 2020 (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020a). As atividades a serem 

executadas para a eliminação da doença se baseiam em três pilares principais, que são: (i) ação 

para reduzir a incidência, prevalência, morbidade, incapacidade e morte; (ii) abordagens 

transversais usando uma prestação integrada de intervenções para DTNs; e (iii) mudança de 

modelos operacionais para que todos os países possuam programas contra DTNs (WORLD 

HEALTH ORGANIZATION, 2020b). 

 

3.1.1. Dados epidemiológicos 

 

Dados publicados pela OMS mostram que a transmissão desta doença ocorre em 78 

países (Figura 1), com mais de 200 milhões 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 milhões de pessoas estão sob risco de infecção, sendo 
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85% dessa população habitante do continente africano, que é o mais afetado por esta doença 

(TEFERA; BELAY; BAJIRO, 2020). 

Fora do continente africano, o Brasil é um dos países mais afetados pela doença, onde 

atualmente, estima-se que mais de 1,5 milhão de pessoas vivem em áreas de risco de 

contaminação pelo parasito no Brasil e mais de 423 mil casos foram registrados entre os anos 

de 2009 e 2019. Os estados considerados de transmissão endêmica de esquistossomose são os 

estados de Alagoas, Bahia, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Paraíba, Sergipe, Espírito Santo 

e Minas Gerais. Outros estados como o Pará, Maranhão, Piauí, Ceará, Rio de Janeiro, São Paulo, 

Santa Catarina, Paraná, Rio Grande do Sul, Goiás e no Distrito Federal, a transmissão é 

considerada focal, não atingindo grandes áreas (SECRETARIA DE VIGILÂNCIA EM 

SAÚDE, 2021). 

 

 
Figura 1. Mapa da prevalência 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 mamíferos), e a fase assexuada, que ocorre no hospedeiro intermediário (moluscos de 

água doce: Biomphalaria sp.) (MCMANUS et al., 2018). Além dos seres humanos, outros 

hospedeiros vertebrados que podem ser infectados naturalmente pelo parasito são roedores, 

primatas não-humanos, artiodátilos, insetívoros e procionídeos, que servem como reservatórios 

Prevalência da esquistossomose
Alta (>50%)
Moderada (10-49%)
Baixa (<10%)
Não aplicável
Países que requer avaliação
Países não-endêmicos
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silvestres, ou seja, são indicativos da presença do parasito em uma determinada região (LEGER; 

WEBSTER, 2017; STANDLEY et al., 2012). 

 

 
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 eliminação dos 

ovos do parasito com as fezes do hospedeiro vertebrado em ambientes aquáticos de pouca 

movimentação. Então, em condições ótimas de temperatura, luminosidade e oxigenação, as 

larvas dos ovos eclodem, dando origem a larvas ciliadas natantes denominadas miracídios e 

infectam seus hospedeiros intermediários, os moluscos, em resposta aos estímulos do 

hospedeiro no ambiente aquático (SOUZA et al., 2011; VON BÜLOW et al., 2021). 

Durante o processo de penetração do parasito no interior do molusco, os miracídios se 

transformam em esporocistos primários, após perderem suas placas ciliadas, que por sua vez, 

iniciam a replicação de suas células germinais para a formação de esporocistos secundários, 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 secundários ou iniciar a embriogênese para 

produzir a forma infectante ao hospedeiro definitivo, que são denominadas de cercárias. Cada 

esporocisto pode formar milhares de cercárias com cauda bifurcada que serão liberadas pelo 

molusco de volta ao ambiente aquático e estão aptas a infectarem o hospedeiro vertebrado 

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

 

3.2.2. Fase sexuada 

 

A fase sexuada se inicia a partir da penetração das cercárias de S. mansoni no hospedeiro 

definitivo. A penetração ocorre na pele ou na mucosa do hospedeiro vertebrado por esforço 

mecânico juntamente com a ação de enzimas proteolíticas, uma vez que o hospedeiro entre em 

contato com águas contaminadas pelas larvas. Ao adentrar o hospedeiro, as larvas sofrem 

alterações fisiológicas, perdendo sua cauda bifurcada e transformando-se em esquistossômulos 

que migram subcutaneamente até o coração e, posteriormente, aos pulmões, onde retornam ao 

coração para serem transportados pela circulação sistêmica para outros órgãos até atingir o 

sistema portal hepático. Após 25 a 28 dias de seu amadurecimento, finalizam sua maturação 

para o acasalamento, formando machos e fêmeas adultos (COLLINS et al., 2011; GRYSEELS, 

2012). 

Após atingir a maturidade sexual, os vermes adultos migram acasalados às vênulas 

mesentéricas inferiores, onde eles se nutrem do sangue do hospedeiro. Então, a oviposição é 

iniciada e as fêmeas chegam a produzir de 100 a 300 ovos por dia. Estes ovos podem ficar 

retidos em órgãos como o fígado e baço, onde uma resposta inflamatória granulomatosa 

mediada por linfócitos T CD4+ é iniciada em torno dos ovos, mas também são capazes de 

migrar através da parede vascular, na submucosa intestinal ou chegar ao fígado pela circulação 

portal, facilitando sua passagem para o lúmen intestinal, onde serão eliminados nas fezes do 

hospedeiro, dando continuidade ao ciclo de vida do parasito (GRYSEELS et al., 2006; 

SECRETARIA DE VIGILÂNCIA EM SAÚDE, 2014; WANGWIWATSIN et al., 2020). 

 

3.3. Hospedeiros da infecção por S. mansoni 

 

3.3.1. Hospedeiros intermediários 

 

Durante a fase assexuada do ciclo biológico do S. mansoni, a infecção do hospedeiro 

intermediário pelos miracídios é determinante para a continuidade do ciclo. Portanto, a presença 



 

 

 

23 

 

 

 
deste hospedeiro é fundamental pois possibilita a reprodução assexuada do helminto 

(HAILEGEBRIEL; NIBRET; MUNSHEA, 2022). Os moluscos do gênero Biomphalaria estão 

amplamente distribuídos pelo mundo, com um total de 34 espécies identificadas. Destes, 18 

espécies são consideradas potenciais hospedeiros intermediários do S. mansoni (AU; 

WILLIAMS; HUI, 2023). No Brasil, as espécies B. glabrata, B. tenagophila e B. straminea são 

os hospedeiros intermediários do parasito (Figura 3), sendo a espécie B. glabrata a mais 

importante devido sua ampla distribuição geográfica e alta susceptibilidade à infecção 

(PEREIRA et al., 2020). 

 

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

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

 

Normalmente, estes moluscos habitam ambientes aquáticos com pouca correnteza, 

como córregos e riachos, onde se distribuem em águas rasas com luminosidade moderada 

próximos de áreas comumente frequentadas por seres humanos (MICHELSON; MOTA, 1982). 

Sua presença é diretamente afetada por diversos fatores, bióticos ou abióticos, como 

temperatura, vegetação, precipitações uso do solo, dentre outros (HABIB et al., 2021). 

Mudanças nestes fatores podem afetar a população de moluscos no ambiente e impactar 

diretamente a dinâmica de transmissão da esquistossomose (SOUZA; MELO, 2012). 
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O sucesso na dispersão de espécies de Biomphalaria em diferentes regiões é 

normalmente associado com o surgimento de novos focos de transmissão de esquistossomose 

devido a facilidade destas espécies se adaptarem a áreas fora do seu habitat natural (HABIB et 

al., 2021). Logo, o conhecimento da distribuição geográfica de espécies suscetíveis de 

Biomphalaria pode auxiliar na compreensão dos aspectos epidemiológicos da esquistossomose. 

 

3.3.2. Hospedeiros vertebrados 

 

O ser humano é 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 

contaminação ocorre quando o hospedeiro entra em contato com águas contaminadas com as 

cercárias e, uma vez que estas larvas finalizam seu desenvolvimento no sistema portal hepático, 

passam a se dispersar acasalados por diversos órgãos do hospedeiro, principalmente no fígado 

e no intestino (NELWAN, 2019). 

A continuidade do ciclo biológico do parasito ocorre a partir da eliminação de seus ovos 

nas fezes do hospedeiro em ambientes aquáticos, promovendo a contaminação destes ambientes 

(MOLEHIN, 2020). Como consequência, outras espécies de mamíferos que entrem em contato 

com estas águas contaminadas podem, eventualmente, se infectar. A literatura reporta a 

infecção natural de animais silvestres por S. mansoni, tais como primatas, marsupiais, roedores, 

dentre outros (MIRANDA et al., 2022). Entretanto, algumas espécies não apresentam sinais 

clínicos da doença como acontece em humanos, nem diminuição das taxas de reprodução e 

sobrevivência, sendo considerados como permissivos ou reservatórios do parasito 

(RODRIGUES et al., 2022). 

 

3.3.2.1. Reservatórios silvestres (Nectomys squamipes) 

 

Em regiões endêmicas, como o Brasil, a presença de S. mansoni em animais silvestres 

é considerado um indício da circulação do parasito naquela área (CATALANO et al., 2018). 

Todavia, algumas características epidemiológicas nos hospedeiros silvestres são importantes na 

determinação da disseminação do parasito, como por exemplo, a capacidade do helminto de 

amadurecer e produzir ovos viáveis no hospedeiro, vida curta dos parasitos nos hospedeiros 

imunologicamente resistentes, pouco contato do hospedeiro com os corpos d’água 

contaminados, dentre outros fatores (GENTILE; NETO; SERGIO, 2010). 
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Portanto, dos vários animais silvestres que podem ser infectados com o S. mansoni, os 

roedores se destacam como os principais reservatórios naturais deste parasito (MIRANDA et 

al., 2022). No Brasil, as espécies de roedores consideradas como de maior relevância, em áreas 

endêmicas de esquistossomose humana, são os ratos silvestres Nectomys squamipes e 

Holochilus brasiliensis, devido sua ampla distribuição geográfica, com altas taxas de infecção 

pelo parasito (DO CARMO-SILVA et al., 2019). 

A espécie N. squamipes, popularmente conhecido como rato d’água (Figura 4), é um 

roedor silvestre pertencente a família Cricetidae e é encontrado em diferentes regiões do Brasil, 

principalmente nas regiões de Mata Atlântica e nos estados de Pernambuco, Rio Grande do Sul, 

Paraíba e Paraná (GENTILE; NETO; SERGIO, 2010). Eles vivem em áreas de estreito contato 

com coleções de água doce, como córregos e riachos, e as adaptações desta espécie com a vida 

semiaquática contribuem para o ciclo de transmissão do S. mansoni (COSTA-NETO et al., 

2013). 

 

 
Figura 4. O reservatório silvestre Nectomys squamipes, popularmente conhecido como rato d’água. 

Fonte: SILVEIRA,  (2018). 

 

A primeira ocorrência da infecção do rato d’água pelo S. mansoni foi reportado em 1953 

e, a partir de vários estudos subsequentes sobre a interação do parasito nesta espécie, foi 

possível compreender a participação do rato d’água no ciclo de transmissão 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 transmissão do parasito sem a presença humana, eliminando ovos viáveis nas fezes 

durante seu tempo de vida. Por isso, atualmente, o rato d’água é considerado o reservatório 

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. Imunopatogênese 

 

A infecção pelo parasito induz uma resposta imune longa e dinâmica com o parasito 

ocupando um nicho espacial específico, ou seja, um micro-habitat no interior do hospedeiro 

(GAUSE; URBAN JR; STADECKER, 2003). Durante as fases iniciais de infecção 

(esquistossômulo e larvas jovens), a resposta imune inata representa a primeira linha de defesa 

contra o parasito, a partir do reconhecimento de antígenos derivados do parasito que são 

fundamentais para a produção de citocinas e quimiocinas, migração celular e resposta 

adaptativa (LIMA et al., 2024). Receptores de reconhecimento padrão (PRR – pattern 

recognition receptors), principalmente receptores Toll-like (TLR), estão envolvidos no 

reconhecimento de antígenos de S. mansoni, principalmente TLR2, TLR3, TLR4 e TLR9 

(JENKINS et al., 2005; JENKINS et al., 2005; JOSHI et al., 2008). 

Esta resposta é caracterizada pela presença de linfócitos T helper (Th), de perfil inicial 

T helper tipo 1 (Th1), com a produção de citocinas pró-inflamatórias, como o fator de necrose 

tumoral alfa (TNF-a), interferon-gama (INF-g) e interleucinas (IL) -1, -2 e -12 (DE JESUS et 

al., 2002; FALLON; SMITH; DUNNE, 1998; STADECKER; HERNANDEZ, 1998). Nesta 

fase da infecção, a resposta Th1 do hospedeiro pode causar tosse seca, febre e angioedema, 

além do aumento da proliferação de eosinófilos na corrente sanguínea (GRYSEELS et al., 

2006; JAURÉGUIBERRY; PARIS; CAUMES, 2010). 

Com a evolução da infecção para a deposição de ovos dos parasitos pelo verme adulto 

fêmea, os antígenos solúveis 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 

inflamatório é caracterizado pela presença de IL-4, -5 e -13, além da produção ativa de 

imunoglobulina E (IgE) (SCHWARTZ; FALLON, 2018). Conforme a doença progride para a 

fase crônica, o perfil de reposta Th2 é modulado negativamente após seu pico máximo com 

aproximadamente oito semanas após o início da infecção (PEARCE; MACDONALD, 2002). 



 

 

 

27 

 

 

 
 

3.4.2. Resposta inflamatória granulomatosa 

 

A principal característica da infecção por S. mansoni é a resposta inflamatória 

granulomatosa desenvolvida em torno dos ovos do parasito, principalmente no fígado e no 

intestino (LLANWARNE; HELMBY, 2021). Os granulomas esquistossomóticos (Figura 5) são 

estruturas esféricas, bem organizadas e dinâmicas, formadas pelo ovo do parasito e por grupos 

de células inflamatórias e residentes (eosinófilos, linfócitos T CD4+ e T CD8+, macrófagos e 

plasmócitos) do tecido que interagem entre si imersos em uma matriz extracelular (MEC) 

heterogênea (MALTA et al., 2022). 

 

 
Figura 5. Imagem representativa de um granuloma (A) do fígado de um camundongo infectado por S. 

mansoni corado com Fast Green-Neutral Red. Em (B), eosinófilos 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 doença, 

devido a acentuada e persistente inflamação, o contínuo acúmulo de eosinófilos nos tecidos 

afetados pelas SEAs, deposição de colágeno, fibrose e hipertensão portal (HOLZSCHEITER et 

al., 2014). Sendo assim, de acordo com a magnitude do evento inflamatório inicial e a reparação 

fibrosa a partir do processo de imunomodulação subsequente, os granulomas são classificados 
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como elemento-chave no curso geral e na gravidade da doença (LLANWARNE; HELMBY, 

2021). 

 

3.4.3. Arquitetura do granuloma 

 

Os granulomas hepáticos possuem, como função principal, a proteção do tecido 

hepático, isolando as toxinas secretadas pelos ovos (PAGÁN; RAMAKRISHNAN, 2018; 

TAKAKI et al., 2021). Já no intestino, os granulomas possuem a função 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 formação, os granulomas passam por mudanças morfológicas em sua 

composição celular e na MEC, que seguem eventos específicos associados a migração celular, 

e interações célula-célula, célula-ovo e célula-MEC (CHUAH et al., 2014; MALTA et al., 

2021). Portanto, os granulomas possuem uma variação morfológica singular (Figura 6), 

apresentando uma variedade de volume e composição celular dependendo do seu estágio de 

desenvolvimento (AMARAL et al., 2017; LENZI et al., 1998). Na literatura existem diversas 

classificações de estágios de granulomas durante sua formação, 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). 

 

 
Figura 6. Representação da microarquitetura de granulomas esquistossomóticos em seus diferentes 

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

 

Inicialmente, células inflamatórias são recrutadas de forma intensa da corrente 

sanguínea ao parênquima hepático e ocupam espaços ao redor do ovo do parasito. Depois, o 

granuloma passa a amadurecer e apresentar uma forma mais esférica e as células inflamatórias 
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passam a ocupar as diferentes camadas dentro da estrutura formada. Então, o tecido passa a ser 

reparado, com a produção de fibras da MEC, principalmente fibras colágenas e a quantidade de 

células inflamatórias passa a diminuir e ocupar espaços mais distantes do ovo do parasito. Por 

fim, o granuloma inicia sua involução, diminuindo seu volume e acúmulo celular e aumentando 

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

 

3.5. Eosinófilos 

 

3.5.1. Aspectos gerais 

 

Eosinófilos são células do sistema imune inato encontradas em pequeno número no 

sangue (menos de 5%) e em maior número em tecido de diversos órgãos, principalmente no 

intestino (KLION; ACKERMAN; BOCHNER, 2020; O’SULLIVAN; BOCHNER, 2018). 

Estas células são notavelmente conhecidas pela sua morfologia característica, como um núcleo 

multilobulado, visto principalmente com dois lóbulos e uma população de grânulos secretores, 

também denominados de específicos, que ocupam grande parte do citoplasma (MELO; 

DVORAK; WELLER, 2022; MELO; WELLER, 2018). 

Os grânulos de eosinófilos armazenam uma quantidade elevada de proteínas catiônicas 

(básicas), as quais conferem a acidofilia típica do citoplasma de eosinófilos, quando observados 

sob microscopia de luz (Figura 7). Quatro tipos de proteínas catiônicas encontram-se 

armazenadas nesses grânulos: Proteína Básica Principal (MBP – Major Basic Protein)-1, 

Proteína Catiônica Eosinofílica (ECP – Eosinophil Cationic Protein), também conhecida como 

RNAse3, Peroxidase Eosinofílica (EPX – Eosinophil Peroxidase), Neurotoxina Derivada do 

Eosinófilo (EDN – Eosinophil-Derived Neurotoxin), também conhecida como RNAse2 

(WELLER; SPENCER, 2017). Além disso, inúmeras citocinas, quimiocinas, fatores de 

crescimento e mediadores lipídicos se encontram armazenados, principalmente pré-formados, 

nos grânulos de eosinófilos, com diversas funções biológicas (WELLER; SPENCER, 2017). 
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Figura 7. Mediadores derivados de eosinófilos e suas funções. Fonte: WELLER; SPENCER, (2017). 

 

Sob microscopia eletrônica de transmissão (MET), os eosinófilos apresentam 

características ultraestruturais únicas (Figura 8). Eosinófilos maduros são facilmente 

reconhecidos pela morfologia de seus grânulos, os quais exibem uma estrutura interior 

centralizada elétron-densa, denominada cristaloide, com uma matriz envoltória elétron-lúcida 

e delimitada por membrana. O núcleo bi ou polilobulado aparece com heterocromatina 

predominantemente periférica. Eosinófilos possuem ainda estruturas tubulovesiculares com 
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morfológica típica ao MET, denominadas de vesículas sombreros (Eosinophil Sombrero 

Vesicles – EoSVs) e corpúsculos lipídicos, também denominados de gotículas lipídicas, com 

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

 

 
Figura 8. Características ultraestruturais de um eosinófilo maduro humano. Note o típico núcleo (Nu) 

bilobulado e EoSVs (pontas de setas). A área destacada apresenta grânulos secretores (específicos) e 

EoSVs em maior aumento. Barras = 500 nm; 300 nm (área destacada). Fonte: Adaptado de SPENCER 

et al., (2014). 

 

Historicamente, principalmente no contexto de infecções helmínticas, os eosinófilos são 

considerados células efetoras, com capacidade de atuar diretamente contra parasitos 

(MASAMBA; KAPPO, 2021; MELO et al., 2013; WELLER; SPENCER, 2017). Entretanto, a 

visão do eosinófilo atualmente é o de uma célula multifuncional com atividades 

imunoreguladoras, com habilidade de  imunomodulação das respostas inata e adaptativa contra 

patógenos, 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 produção de IL-5, que aumenta a ativação eosinofílica. Neste processo, 

denominado eosinofilia, o número de eosinófilos pode aumentar acentuadamente tanto no 

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

 

3.5.2. Maturação e ativação de eosinófilos 

 

Na medula óssea, células-tronco hematopoiéticas multipotentes se diferenciam e 

originam diversas linhagens celulares, incluindo basófilos, neutrófilos e eosinófilos 

(BLANCHARD; ROTHENBERG, 2009). A diferenciação de eosinófilos a partir de fatores de 

transcrição oriundos de progenitores pluripotentes leva à formação de precursores de 

eosinófilos comprometidos com a linhagem eosinofílica. Uma vez estabelecido esse 

comprometimento, ocorrem posteriormente eventos de maturação e proliferação de eosinófilos, 

direcionados principalmente através de sinalização do microambiente (MELO; DVORAK; 

WELLER, 2022). Em eosinófilos, a IL-5 é a principal citocina responsável por induzir a 

diferenciação destes precursores em linhagens eosinofílicas (BRUIN et al., 2010). 

Com o auxílio de MET, é possível observar os processos de maturação, ativação e 

secreção de eosinófilos e suas principais características ultraestruturais, favorecendo 

percepções interessantes sobre sua função biológica durante a homeostase ou eventos 

inflamatórios (AKUTHOTA et al., 2016; MAZZEO et al., 2015; MELO et al., 2008, 2013; 

WECHSLER et al., 2021). Em células imaturas, os principais aspectos ultraestruturais são a 

presença de um núcleo eucromático, com poucos grânulos que estão homogeneamente densos, 

um maior volume celular com a presença de diversas organelas como retículo endoplasmático 

rugoso, complexo de Golgi e mitocôndrias (MELO; WELLER, 2018). Ao iniciar o processo de 

maturação e diferenciação, estas células passam a produzir mais grânulos, segmentar seu 

núcleo, apresentando mais heterocromatina, redução na quantidade e volume de organelas e 

produção de corpúsculos lipídicos (MELO; DVORAK; WELLER, 2022). Ao final do processo, 

estas células passam a apresentar uma morfologia característica de uma célula madura, 

conforme descrito no tópico anterior (item 3.5.1).  

Sob ativação, ocorrem diversas alterações morfológicas de eosinófilos, observadas 

principalmente por MET (MELO; SILVA, 2024). As principais alterações são (Figura 9): i) 

alterações estruturais acentuadas dos grânulos de secreção relacionadas com a desestruturação 

do cristaloide e perda de conteúdo; ii) aumento na formação de vesículas sombreiros; iii) 

formação e acúmulo de corpúsculos lipídicos; iii) remodelagem da população de mitocôndrias.  
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Figura 9. Mudanças morfológicas observadas na ultraestrutura de eosinófilos durante seu processo de 

ativação em respostas imunes. N: núcleo; Pontas de setas: corpúsculos lipídicos. Fonte: Adaptado de 

MELO; SILVA, (2024). 

 

Doenças inflamatórias caracterizadas pelo recrutamento e ativação de eosinófilos 

(modelos murinos de asma, infecção pelo vírus H1N1 influenza A [IAV] e esquistossomose) 

induzem remodelamentos de crista significantes em eosinófilos teciduais. Comparados com 

eosinófilos residentes, mitocôndrias em eosinófilos inflamatórios mudam a conformação de 

suas cristas com proporções variadas da morfologia lamelar, tubular e mista. Além disso, o 

número e volume de cristas na população mitocondrial de eosinófilos teciduais exibiu 

variações, aumentando ou diminuindo, dependendo do contexto do microambiente ou doença 

(BONJOUR et al., 2022). 

 

3.5.3. Processos de secreção de eosinófilos 

 

Em resposta à ativação, os eosinófilos liberam o conteúdo de seus grânulos com a 

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

2008). Os produtos armazenados nos grânulos são liberados para o meio extracelular a partir 
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de três processos principais de secreção: exocitose (clássica e composta), desgranulação por 

piecemeal (PMD) e citólise (Figura 10). 

 

 
Figura 10. Processos de secreção de eosinófilos após estímulos externos, liberando seu conteúdo para 

o meio extracelular. 

 

3.5.3.1. Exocitose 

 

A exocitose é um evento de desgranulação raro in vivo, mas pode ser observada in vitro 

com os eosinófilos interagindo em diferentes doenças humanas (MELO; WELLER, 2010). Em 

ultraestruturas, a exocitose pode ser identificada pela fusão de grânulos individuais com a 

membrana plasmática (exocitose clássica) ou pela fusão de vários grânulos específicos, 
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formando câmaras de desgranulação no citoplasma antes de se fundir com a membrana 

(exocitose composta) (MELO; WELLER, 2018; MIYABE et al., 2021). 

A exocitose clássica é altamente regulada em uma série de eventos: (i) mobilização ou 

translocação de grânulos para a periferia da célula; (ii) ligação granular com a membrana 

plasmática; (iii) acoplamento entre o granulo e a membrana celular; e (iv) fusão das membranas 

e liberação de mediadores (LOGAN et al., 2002). Por outro lado, na exocitose composta, o 

aspecto mais característico deste evento é o granulo estruturalmente desarranjado com uma 

matriz elétron-lúcida (MELO; DVORAK; WELLER, 2022). Consequentemente, os grânulos 

fusionados podem ser observados com uma câmara vazia devido a liberação completa dos seus 

compostos (CARMO et al., 2016). Outra característica presente na exocitose composta é a 

ocorrência de múltiplos cristaloides dentro de um único granulo ou de uma câmara grande 

(MELO; DVORAK; WELLER, 2022). 

 

3.5.3.2. Desgranulação por piecemeal (PMD) 

 

PMD é um processo de secreção de grânulos intracelulares mediado pelo transporte de 

vesículas, que são mobilizados para transferir seu conteúdo secretor dos grânulos para a 

superfície celular (MELO et al., 2008). Este processo foi descrito pela primeira vez na década 

de 1970 em basófilos humanos em respostas alérgicas da pele (DVORAK; DVORAK, 1975) e 

posteriormente evidenciado em estudos com MET de eosinófilos intestinais de pacientes com 

doença de Crohn (DVORAK et al., 1980). A característica mais observada em PMD é a 

presença de áreas lúcidas em cores de grânulos específicos que estão relacionados a perda de 

conteúdo (MELO et al., 2005). 

Desde então, este processo tem sido identificado in vivo em diversos estudos de eventos 

e condições inflamatórias humanos, incluindo asma (SHAHANA et al., 2005), pólipo nasal 

(ARMENGOT; GARÍN; CARDA, 2009), rinite alérgica (MALM‐ERJEFÄLT et al., 2005), 

colite ulcerativa (ERJEFALT et al., 2001), dermatite atópica (MALM‐ERJEFÄLT et al., 2005), 

dispepsia funcional (VANHEEL et al., 2018), carcinoma gástrico (CARUSO; IRATO; 

RIGOLI, 2022), shigelose (RAQIB et al., 2003) e cólera (QADRI, 2004). 

O termo PMD foi criado devido a liberação dos conteúdos dos grânulos “piece by piece” 

(MELO; WELLER, 2010) e é caracterizado pelo esvaziamento gradual do conteúdo granular, 

mas mantendo sua estrutura intacta (MELO et al., 2005). Os grânulos mobilizados podem 

apresentar diferentes níveis de esvaziamento do seu conteúdo com diferentes morfologias, 

incluindo o desarranjo de matriz/cristaloide, áreas 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 eosinófilos humanos, outros conteúdos que podem ser 

liberados para o meio extracelular são produtos encapsulados por vesículas tubulares 

delimitadas por uma bicamada lipídica, denominadas EoSVs (MELO; DVORAK; WELLER, 

2022; RODRIGO-MUÑOZ et al., 2024). EoSVs são capazes de interagir e brotar de grânulos 

secretores e recebem esse nome em referência a aparência similar ao típico “chapéu mexicano” 

(sombreiro) em secções transversais de MET convencional (MELO et al., 2008). Estas 

vesículas interagem com outras organelas e auxiliam no transporte de diversos mediadores 

imunes, além de possuírem uma característica marcante na desgranulação citolítica de 

eosinófilos no contexto de algumas doenças humanas (CARMO et al., 2016; MELO; WELLER, 

2016, 2018; NEVES et al., 2024). 

 

3.5.3.3. Citólise 

 

Similar ao que ocorre em PMD, a citólise ou desgranulação lítica é um processo de 

secreção comumente encontrado em eosinófilos inflamatórios in vivo e é caracterizado pela 

deposição de grânulos intactos ligados à membrana, com seu cristaloide único em tecidos e 

secreções após morte celular (THOMPSON-SOUZA; VASCONCELOS; NEVES, 2022). Os 

sinais morfológicos de citólise incluem a perda inicial da integridade da membrana plasmática, 

ruptura completa da membrana nuclear e plasmática com descondensação da cromatina e 

dissolução, ou células com um alto grau de dissolução com o desaparecimento da maioria das 

organelas (MELO; DVORAK; WELLER, 2022). 

Como resultado, grânulos intactos liberados após a citólise em sítios inflamatórios 

podem ser observados individualmente e como grupos de grânulos extracelulares livres (FEGs 

– free extracellular granules, em inglês) e atuam como biomarcadores eosinofílicos 

(PERSSON; ULLER, 2014). Os aspectos ultraestruturais das FEGs têm sido amplamente 

estudados em diversas doenças, incluindo asma, rinite, esofagite eosinofílica e outras doenças 

eosinofílicas (NEVES; WELLER, 2009). 

 

3.5.4. Eosinófilos no contexto da infecção por S. mansoni 

 

Durante processos infecciosos por helmintos, os eosinófilos tradicionalmente possuem 

um papel importante na proteção do hospedeiro a partir da liberação dos produtos de seus 
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grânulos citoplasmáticos os quais contém várias moléculas tóxicas, que são liberadas no meio 

extracelular em resposta aos estímulos antigênicos (MALIK; BATRA, 2012). No contexto da 

esquistossomose mansônica, o acúmulo de eosinófilos na medula óssea e no sangue periférico 

é uma característica predominante da infecção. Essa característica também é observada nos 

tecidos do hospedeiro ao redor do esquistossômulo invasor e dos ovos do parasito (DE 

OLIVEIRA et al., 2022).  

Em estudos anteriores do grupo, exploramos o granuloma esquistossomótico como um 

ecossistema integrado em constante evolução, com progressivas mudanças estruturais e 

funcionais e não somente um local onde uma comunidade de células é estabelecida (MALTA 

et al., 2021). Diversas populações celulares são encontradas nos granulomas, incluindo 

eosinófilos. Durante o processo infeccioso, a eosinofilia normalmente ocorre em dois picos 

distintos, ambos na fase aguda da doença. Nos granulomas, durante o pico da infecção, mais de 

50% da composição celular são de eosinófilos. Já na fase crônica, a quantidade de eosinófilos 

nos granulomas tende a diminuir (LENZI; LENZI; SOBRAL, 1987). No entanto, o papel dos 

eosinófilos na esquistossomose mansônica ainda é pouco entendido. Classicamente, estas 

células são associadas a resposta do hospedeiro a infecção helmíntica com uma função protetiva 

ao hospedeiro e helmintotóxica (SHIN; LEE; MIN, 2009). Estudos in vitro indicam a função 

efetora de eosinófilos contra os diferentes estágios de desenvolvimento do parasito S. mansoni 

(esquistossômulo, pares de vermes adultos, ovos do parasito) (REIMERT et al., 2006). O MBP 

é uma das proteínas catiônicas mais relacionadas a função helmintotóxica durante o processo 

de secreção de eosinófilos, sendo capazes de eliminar até as larvas miracídios dentro dos ovos 

do parasito (BUTTERWORTH et al., 1979). 

Entretanto, este conceito de que os eosinófilos são células efetoras não tem sido 

suportado em estudos in vivo. Estudos mais recentes vem mudando a visão de eosinófilos como 

células efetoras citotóxicas para um papel mais imunorregulador na imunidade inata e 

adaptativa às infecções parasitárias, incluindo a infecção 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 eliminação de restos 

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

 

A formação de granulomas é o achado histopatológico mais marcante da 

esquistossomose. O granuloma é um sistema biológico complexo, formado por diversas 

populações celulares que são recrutadas durante o seu desenvolvimento e passam a habitar 

dentro dos limites dessa estrutura de notável arquitetura (MALTA et al., 2021, 2022). Em um 

trabalho recente, nosso grupo propôs que o granuloma funciona como um verdadeiro 

ecossistema e que o entendimento da dinâmica das populações celulares e suas interações 

dentro do granuloma pode ser crucial para o entendimento da doença (MALTA et al., 2021). 

Nosso grupo tem especial interesse em investigar a população de eosinófilos no contexto 

dos granulomas esquistossomóticos. Conforme ressaltado acima, apesar do intenso acúmulo de 

eosinófilos nos tecidos, o papel dessa célula permanece controverso e pouco entendido 

(MALTA et al., 2022). Considerando que o granuloma sofre alterações progressivas ao longo 

do tempo, as principais perguntas deste trabalho  são: i) Qual a distribuição espacial de 

eosinófilos durante os diferentes estágios evolutivos dos granulomas?; ii) Existem diferenças 

quanto à dinâmica espaço-temporal de eosinófilos quando se compara a infecção experimental 

com a natural?; iii) Dentro de um mesmo estágio evolutivo de granuloma, ocorre distribuição 

diferencial de eosinófilos em regiões distintas do mesmo? 

Para responder essas perguntas, iremos estudar granulomas formados em um dos 

órgãos-alvo principais da doença, o fígado, e usando dois modelos de infecção – experimental 

(camundongos) e natural (Nectomys squamipes), tanto na fase aguda como na crônica. As 

estratégias metodológicas envolvem aplicação de Whole Slide Imaging (WSI), a qual permite 

escanear digitalmente cortes inteiros do órgão e seus granulomas e reconstruir em três 

dimensões (3D) (AMARAL et al., 2017; MELO et al., 2020). 

Os modelos experimentais murinos são extensivamente utilizados nos estudos de 

infecção por S. mansoni e para o entendimento da biologia dos eosinófilos durante a resposta 

inflamatória granulomatosa (FALLON, 2000; SCHWARTZ; FALLON, 2018). Além disso, 

outra forma de investigar o papel dos eosinófilos neste contexto é a partir de estudos em 

modelos de infecção natural, como a infecção em N. squamipes, um dos principais reservatórios 

silvestres de áreas endêmicas do Brasil e que desenvolve a infecção mas com notável adaptação 

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

 

5.1. Modelo de infecção experimental por S. mansoni 

 

5.1.1. Animais, infecção e comitê de ética 

 

Camundongos fêmeas 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 Ciências Biológicas (ICB) da UFMG. Os 

animais foram divididos em grupos de seis e colocados em gaiolas de plástico com tampa de 

aço inoxidável e maravalha de pinho branco autoclavada. Os animais foram mantidos à 

temperatura de 23 ± 2ºC, com umidade relativa do ar em torno de 70 % e manutenção de ciclo 

claro-escuro constante (período claro de 06 às 18 horas). As trocas das camas de maravalha 

foram feitas duas vezes por semana. 

A infecção foi realizada no Laboratório 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 região cervical com cerca de 

100 cercárias/animal de S. mansoni (PELLEGRINO; MACEDO, 1955). A infecção foi 

confirmada pela presença de ovos nas fezes dos animais na quinta semana de infecção 

(HOFFMAN; PONS; JANER, 1934). Todos os parâmetros clássicos confirmatórios de uma 

infecção aguda completamente desenvolvida, como hepatomegalia, alta densidade de ovos do 

parasito no fígado, inflamação granulomatosa bem caracterizada ao redor dos ovos depositados, 

alteração de enzimas hepáticas, níveis aumentados de citocinas Th2 e um infiltrado extensivo 

de eosinófilos tem sido consistentemente demonstrado neste modelo (AMARAL et al., 2017; 

DIAS et al., 2018). 

Para garantir a quantidade de larvas para inoculação dos animais, as cercárias foram 

diluídas e homogeneizadas em água deionizada e contabilizadas em estereomicroscópio (Zeiss 

Stemi SV11, Carl Zeiss Microscopy, Jena, Alemanha) até que atingissem a concentração final 

de inoculação. Os caramujos (Biomphalaria glabrata) utilizados para a liberação das cercárias 

foram previamente infectados com miracídios oriundos de fígados de Mesocricetus auratus 

infectados, acondicionados em aquários em condições ideais de temperatura e expostos a luz 

artificial após 30 dias de infecção para liberação das cercárias (LEWIS et al., 1986). 

Todos os animais foram monitorados diariamente para avaliações de sobrevivência e 

bem-estar. Todos os procedimentos experimentais estão em conformidade com as diretrizes 
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éticas da Comissão de Ética no Uso de Animais de Laboratório da Fundação Oswaldo Cruz 

(FIOCRUZ; CEUA/FIOCRUZ, LW-32/2012). Nenhum animal faleceu em período anterior aos 

desfechos experimentais. 

 

5.1.2. Eutanásia e obtenção do órgão para experimentação 

 

A eutanásia dos animais infectados e não-infectados ocorreu após 55 e 120 dias de 

infecção, que correspondem aos períodos de fase aguda e crônica da doença (DIAS et al., 2018). 

Os animais foram eutanasiados a partir de aprofundamento anestésico com cloridrato de 

ketamina (100 mg/mL – Quetamina injetável, Vetnil®, Louveira, SP) associado à acepromazina 

(10 mg/mL – Acepran gotas, Vetnil®, Louveira, SP) na proporção 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 exsanguinação (sangria total) foi realizada através de punção cardíaca, sem 

anticoagulante. Os animais foram perfundidos com solução salina a 1,8% inoculada ao 

ventrículo 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 fígados foram coletados e processados. 

 

5.2. Modelo de infecção natural por S. mansoni 

 

5.2.1. Área de estudo, captura e comitê de ética 

 

A espécie neotropical e semiaquática N. squamipes, também conhecida como rato 

d’água, é um hospedeiro natural de S. mansoni no Brasil com ampla distribuição geográfica 

(GENTILE et al., 2006; LIMA, D. O.; PINHO; FERNANDEZ, 2016). Espécimes de N. 

squamipes foram capturados em uma área endêmica (município de Sumidouro, RJ; 22°02’46’’ 

Sul, 42°41’21’’ Oeste) pela equipe técnica do Laboratório de Biologia e Parasitologia de 

Mamíferos Silvestres Reservatórios (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 córregos e canais 

de irrigação das áreas rurais, que constituem o habitat do roedor. Armadilhas metálicas do tipo 

Tomahawk®, medindo 40 x 64 x 12,7 cm, foram utilizadas para a captura de pequenos 

mamíferos terrestres vivos. Cada armadilha estava distante 15 metros umas das outras, estando 

dispostas no chão. 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 manhã, as armadilhas eram checadas para 

verificação da presença de animais. 

As expedições para captura dos animais foram autorizadas por Licença Permanente de 

coleta/captura em todo território nacional, pelo Instituto Chico Mendes de Conservação da 

Biodiversidade (ICMBio, licença #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 biossegurança nível três e segundo protocolo aprovado pela 

CEUA/FIOCRUZ (LW-81/12 e L-036/2018). Os protocolos de biossegurança e equipamentos 

de proteção individual, incluindo respiradores de biossegurança nível três, foram utilizados 

durante todos os procedimentos envolvendo manuseio de animais e coleta de amostras 

biológicas. 

 

5.2.2. Eutanásia e obtenção do órgão para experimentação 

 

Os roedores capturados foram avaliados para confirmação da infecção por S. mansoni 

e/ou outros parasitos, conforme procedimentos rotineiros e divididos em dois grupos 

(infectados ou não-infectados – n=12, sendo 6 por grupo). Animais infectados foram 

identificados pela presença de vermes adultos nas veias mesentéricas a partir de perfusão do 

sistema porta-hepático e pela confirmação de ovos do parasito em exames de fezes 

(HOFFMAN; PONS; JANER, 1934; SMITHERS; TERRY, 1965). A eutanásia foi feita de 

forma semelhante ao descrito no item 5.1.2. Ao final do procedimento, os animais foram 

pesados e os fígados foram coletados e processados. 

 

5.3. Processamento das amostras para análises histológicas 

 

Fragmentos do fígado (lóbulo direito), de aproximadamente 5 mm3 dos animais 

eutanasiados (Swiss e N. squamipes), infectados e não-infectados, foram fixados imediatamente 

em solução de paraformolaldeído (Sigma-Aldrich) a 4% e mantidos overnight a 4 ºC. Depois, 

os fragmentos foram transferidos para uma solução tampão fosfato 0,1 M, pH 7,4 e mantidos 

nesta solução a 4 ºC até o início do processamento histológico. 

 

5.3.1. Inclusão em resina glicolmetacrilato (GMA) 
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Para as análises histopatológicas, o método de inclusão 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 solução tampão de 10 a 15 minutos e posteriormente 

desidratados em uma série crescente de diferentes soluções alcoólicas (álcool 70º, 80º, 90º e 

100º por duas vezes) durante 20 minutos cada. Após a desidratação, ocorreu a etapa de 

infiltração em duas sequências de resinas, uma por 2 horas e outra overnight. No dia seguinte, 

os fragmentos foram retirados da resina e colocados em formas próprias que contém solução de 

inclusão, acondicionadas em recipiente gelado duas horas antes da inserção dos fragmentos na 

solução, para evitar a retração do tecido, pois a polimerização do GMA constitui uma reação 

exotérmica, logo, ocorre alta produção e liberação de calor. Por fim, a polimerização foi 

finalizada depois de dois dias em temperatura ambiente e uma resina acrílica 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. Inclusão em parafina (Paraplast Plus®) 

 

Além disso, outra parte dos fragmentos dos tecidos fixados foram incluídos em parafina 

com polímeros plásticos (Paraplast Plus®, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA). 

Brevemente, estes fragmentos foram submetidos a etapas de desidratação em séries crescentes 

de soluções alcoólicas (álcool 70º, 80º, 95º e 100º por duas vezes) durante 20 minutos cada, 

seguido da etapa de diafanização em solução de xilol durante 15 minutos por duas vezes. Em 

seguida, realizou-se a etapa de impregnação em paraplast derretido a 60 ºC em banho maria 

durante 30 minutos por duas vezes. Por fim, foi feita a inclusão 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. Então, as amostras foram levadas à microtomia.  

 

5.3.3. Microtomia e coloração 

 

Após a inclusão, as amostras foram seccionadas (3 µm de espessura para tecidos 

incluídos em GMA e 5 µm de espessura para tecidos incluídos em paraplast) com auxílio de 

uma navalha (navalha de vidro para blocos de GMA e navalha de alumínio para blocos de 
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Paraplast) em micrótomo (Leica RM2155) e distendidas em banho histológico MJ-72 

(Metalúrgica OMA Ltda., São Paulo, SP) à temperatura ambiente por 2 minutos. Os cortes 

foram obtidos com uma diferença de 300 mm entre um e outro para evitar a repetição de 

granulomas teciduais e garantir a análise de diferentes granulomas. Em seguida, os cortes foram 

colocados em lâminas histológicas de vidro e fixados a 60 ºC em placa aquecedora (Fischer 

Scientific Company) por 2 minutos. 

 

5.3.3.1. Coloração em Hematoxilina-Eosina (HE) 

 

Para visualização dos granulomas, infiltrados inflamatórios e eosinófilos teciduais, 

alguns cortes histológicos foram corados com HE (Sigma-Aldrich) nos tecidos incluídos em 

GMA, seguindo o protocolo descrito abaixo: 

a) Solução mordente de alúmen de ferro (Sigma-Aldrich) a 2% por 10 minutos; 

b) Água corrente por 5 minutos; 

c) Hematoxilina de Harris por 5 minutos; 

d) Água corrente por 10 minutos; 

e) Diferenciação em álcool acidulado por cerca de 1 minuto; 

f) Água corrente por 1 minuto; 

g) Eosina aquosa por 30 segundos; 

h) Água corrente por 5 minutos; 

i) Secagem a temperatura ambiente; 

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

Darmstadt, Alemanha). 

A coloração foi realizada com auxílio de suporte de lâminas, pingando-se as soluções 

até que cobrissem os cortes por inteiro. 

 

5.3.3.2. Coloração em Fast Green-Neutral Red 

 

Para visualização dos granulomas e eosinófilos teciduais, alguns cortes histológicos 

foram corados com Fast Green-Neutral Red nos tecidos incluídos em GMA, seguindo o 

protocolo descrito abaixo: 

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

concentração de 0,2%; 
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b) Diluir o corante Neutral Red (Sigma-Aldrich) em água destilada até atingir a 

concentração de 0,5%; 

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

d) Lavar em água corrente por 1 minuto; 

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

f) Lavar em água corrente por 1 minuto; 

g) Secagem a temperatura ambiente; 

h) Montagem da lâmina com Entellan® novo. 

A coloração foi realizada com auxílio de suporte de lâminas, pingando-se as soluções 

até que cobrissem os cortes por inteiro. 

 

5.3.3.3. Coloração em Tricrômico de Gomori 

 

Para visualização de fibras colágenas presentes em granulomas esquistossomóticos, 

alguns cortes histológicos foram corados com Tricrômico de Gomori nos tecidos incluídos em 

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

a) Hematoxilina por 1 minuto; 

b) Lavar em água corrente por 10 minutos; 

c) Solução principal (Chromotrope 2R: 0,6 g; Fast Green FCF: 0,3 g; Ácido 

fosfotúngstico: 0,6 g; Ácido acético glacial: 1 mL; Água destilada: qsp100mL; pH: 3,4) 

por 1 minuto; 

d) Lavar em solução aquosa de ácido acético a 0,2%; 

e) Desidratar com álcool; 

f) Secagem a temperatura ambiente; 

g) Montagem da lâmina com Entellan® novo. 

A coloração foi realizada com auxílio de suporte de lâminas, pingando-se as soluções 

até que cobrissem os cortes por inteiro. 

 

5.4. Imunohistoquímica (IHQ) para MBP-1 

 

Cortes parafinizados (3 μm de espessura) de fígado de camundongos Swiss controle e 

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

verificação da deposição de MBP-1 de eosinófilos em granulomas esquistossomóticos. A IHQ 

foi realizada utilizando um sistema de detecção (Novolink™ Polymer Detection Kit, Leica 
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Biosystems, Wetzlar, Alemanha) e um anticorpo primário IgG2a monoclonal de rato anti-

camundongo MBP-1 (clone 14.7.4, 5 μg/mL, Lee Laboratories, Mayo Clinic, Scottsdale, AZ, 

EUA), cuja especificidade já foi validada em estudos anteriores (DENZLER et 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 alterações. 

Para isso, pelo menos duas horas antes do início dos procedimentos, as lâminas foram 

aquecidas em estufa a 60 ºC para facilitar o derretimento da parafina. Então, as lâminas foram 

submetidas a desparafinação em xilol por três vezes durante 10 minutos cada e reidratação dos 

cortes em séries decrescentes de soluções alcoólicas (álcool 100º por duas vezes, 95º, 80º) por 

sete minutos cada. Depois, as lâminas foram lavadas duas vezes em solução salina fosfato 

tamponado (PBS) 1X, pH 7,4 por cinco minutos e seguiu-se para a etapa de recuperação 

antigênica dos tecidos. Nesta etapa, as lâminas foram acrescidas de tampão citrato, pH 6,0, e 

levadas a uma panela de pressão elétrica, para aplicação de calor úmido e pressão nos tecidos, 

durante 8 minutos após o início da pressão. Ao final, as lâminas foram mantidas no tampão 

citrato em temperatura ambiente por 30 minutos para resfriamento progressivo e, 

posteriormente, lavadas duas vezes em PBS 1X por 5 minutos.  

As lâminas foram secadas ao redor dos cortes e circundadas com caneta hidrofóbica 

para demarcação da região dos tecidos. Então, foi realizado o bloqueio da peroxidase endógena 

com a aplicação de uma solução de peróxido de hidrogênio a 3-4% v/v (Novolink™), por 15 

minutos, seguido de duas lavagens em PBS 1X por cinco minutos cada e realização do bloqueio 

de proteínas inespecíficas com a aplicação de uma solução de caseína a 0,4% diluída em PBS, 

com estabilizadores, surfatante, e 0,2% de Bronidox L como conservante (Novolink™) por 10 

minutos. Finalizado os bloqueios, os tecidos foram incubados com o anticorpo primário diluído 

em solução diluidora de anticorpo (PBS-BSA 3%) overnight a 4 ºC. 

No dia seguinte, as lâminas foram lavadas três vezes em PBS 1X por cinco minutos cada 

lavagem e incubadas com anticorpo secundário (IgG de coelho anti-rato, < 10 μg/mL, em 10% 

v/v, de soro animal em solução salina tamponada com Tris e ProClin™ 950 a 0,1% – 

Novolink™) por 10 minutos. Em seguida, as lâminas foram incubadas com uma solução de 

polímero Novolink (IgG anti-coelho poli-HRP, < 25 μg/mL, em 10% v/v, de soro animal em 

solução salina tamponada com Tris e ProClin™ 950 a 0,1% – Novolink™) por 15 minutos. 

Após duas novas lavagens em PBS 1X por cinco minutos cada, foi aplicada a solução de DAB 

(3,3' – diaminobenzidina a 1,74% p/v, numa solução estabilizadora – Novolink™) diluída em 

solução Novolink DAB Substrate Buffer – Polymer (solução tampão com ≤ 0,1% de peróxido 

de hidrogênio e conservante – Novolink™). As lâminas foram lavadas em água destilada por 



 

 

 

46 

 

 

 
cinco minutos e a contra coloração foi feita adicionando hematoxilina (Sigma-Aldrich) às 

lâminas por 30 segundos e lavando imediatamente em água corrente por cinco minutos. Por 

fim, as lâminas foram desidratadas em séries crescentes de soluções alcoólicas (álcool 70º, 95º 

e 100º por duas vezes) durante 5 minutos cada, seguido da etapa de diafanização em solução de 

xilol por duas vezes e montagem final das lâminas com Entellan® novo (Merck Milipore 

Corporation). Para o controle negativo, lâminas incubadas apenas com solução diluidora de 

anticorpo (solução de PBS-BSA 3%) e lâminas incubadas com APC rat IgG2a, κ isotype control 

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

 

5.5. Microscopia eletrônica de transmissão (MET) 

 

5.5.1. Processamento das amostras 

 

Fragmentos do fígado de camundongos Swiss controle e infectados previamente 

preparados (BONJOUR et al., 2022; DIAS et al., 2018), de aproximadamente 5 mm3, foram 

fixados por 2 horas em solução fixadora Karnovsky modificado: paraformolaldeído (Sigma-

Aldrich) a 1% + glutaraldeído (Electron Microscopy Sciences – EMS, Hatfield, PA, EUA) a 

1,25% + solução tampão fosfato 0,1 M, pH 7,4. Então, os fragmentos foram seccionados em 

fragmentos menores com aproximadamente 1 mm de espessura e imersos novamente no mesmo 

fixador overnight a 4 ºC. No dia seguinte, os tecidos fixados foram lavados em solução tampão 

fosfato 0,1 M, pH 7,4 a 4 ºC por 2 vezes de 4 horas cada lavagem e permanecendo na mesma 

solução overnight a 4 ºC. Depois, os tecidos foram pós-fixados em uma solução contendo 

tetróxido de ósmio (tetróxido de ósmio – EMS – a 1% + ferrocianeto de potássio – EMS – a 

1,5% em solução tampão 0,1 M, pH 7,4) por duas horas em temperatura ambiente, seguido de 

uma lavagem em tampão maleato de sódio, 0,05 M, pH 5,2. 

Depois disso, foi realizada uma etapa de pré-contraste em acetato de uranila (EMS) a 

2% em tampão maleato de sódio 0,05 M, pH 6,0 por duas horas a temperatura ambiente e 

lavagem no mesmo tampão. Então, as amostras foram desidratadas em séries crescentes de 

diferentes soluções alcoólicas (álcool 50º, 70º, 85º e 95º por duas vezes durante 20 minutos 

cada e 100º por duas vezes durante 30 minutos cada) e acetona (duas vezes durante 30 minutos 

cada), e posteriormente infiltradas e incluídas em uma sequência de óxido de propileno-Epon 

(resina Eponate 12; Ted Pella, Redding, CA, EUA). A polimerização da resina ocorreu em 

estufa a 60 ºC por 16 horas. 
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5.5.2. Microtomia, coloração e leitura das micrografias eletrônicas 

 

Cortes semifinos com cerca de 500 nm de espessura foram obtidos em micrótomo Leica 

RM2155 (Leica; Bannockburn, IL, EUA), corados com azul de toluidina-borato de sódio (azul 

de toluidina O – Sigma-Aldrich; tetraborato de sódio – EMS), lavados em água destilada e 

levados para observação em microscópio de luz. Depois, cortes ultrafinos de 60-80 nm foram 

obtidos com auxílio de uma navalha de diamante em ultramicrótomo Leica EM UC6 (Leica), 

baseado na localização dos granulomas esquistossomóticos e na orientação dos cortes 

semifinos. Os cortes foram, então, 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, Países Baixos), onde foram 

obtidas as imagens digitais e micrografias eletrônicas. Pelo menos três grades de cada amostra 

foram analisadas. 

 

5.6. Análises de imagem 

 

5.6.1. Whole Slide Imaging (WSI) 

 

As lâminas montadas para as análises histopatológicas e IHQ foram escaneadas 

utilizando-se o escâner de lâminas Pannoramic Scan 3D Histech (3D Histech kft., Budapeste, 

Hungria), que permite uma resolução de 0,23 μm por píxel, acoplado a um computador (Fujitsu 

Technology Solutions GmbH, Munique, Alemanha). As áreas das secções foram analisadas 

usando o software Pannoramic Viewer 1.15.2 SP2 RTM (3D Histech kft.) que promove análises 

morfométricas detalhadas com quantificações precisas dos diferentes parâmetros 

histopatológicos relacionados à infecção por S. mansoni a partir da investigação de toda a 

extensão dos cortes histológicos, não se limitando apenas a determinados campos 

microscópicos  (AMARAL et al., 2017; MELO et al., 2020). 

 

5.6.2. Enumeração e classificação dos granulomas 

 

Secções hepáticas 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 número. Foram considerados apenas aqueles que 
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apresentaram pelo menos um ovo de S. mansoni em seu interior. Os seguintes parâmetros 

morfométricos foram avaliados: (i) enumeração e classificação de cada granuloma por estágio 

evolutivo conforme detalhado na Figura 11; (ii) frequência de cada estágio evolutivo de 

granuloma; (iii) área individual de cada granuloma; e (iv) número total de células dentro de 

cada granuloma. Em paralelo, secções coradas com tricrômico de Gomori subjacentes às 

secções coradas em HE, foram analisadas para a visualização da deposição e organização de 

fibras colágeno, que auxilia na classificação dos granulomas (AMARAL et al., 2017). 
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Figura 11. Distribuição e características histopatológicas da evolução de granulomas 

esquistossomóticos hepáticos. (A) Múltiplos granulomas (delineados) com diferentes tamanhos e em 

estágios evolutivos distintos são observados em um corte representativo de fígado infectado, corado em 

HE. (B) Descrição das principais características das fases pré-granulomatosa e granulomatosa. 

 

5.6.3. Quantificação e distribuição de eosinófilos em granulomas 

 

Para analisar o número de eosinófilos dentro de cada granuloma, imagens de alta 

resolução de granulomas individuais foram adquiridas por WSI. Os eosinófilos foram definidos 

baseado nas suas características histológicas típicas conforme descrito acima e foram 

manualmente anotadas. Os seguintes parâmetros foram avaliados para cada tipo de granuloma: 

(i) número total de eosinófilos e (ii) proporção de eosinófilos comparado ao número total de 

células. Adicionalmente, os números e distribuição (proporção) espacial de eosinófilos foram 

analisados dentro das três zonas distintas em cada granuloma: periovular, medial e periférica, 

cada um correspondendo a um terço (1/3) da área total do granuloma (FRANCISCO et al., 

2022; LENZI et al., 1999). As zonas foram estabelecidas de acordo com a distância das linhas 

do eixo perpendicular do ovo do parasito até o limite do granuloma (Figura 12). 
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Figura 12. Delimitação digital das zonas espaciais de granulomas. (A) ai-avi Processo de zonação 

digital em um granuloma representativo com o ovo do parasito centralizado. (B) bi-bvi Processo de 

zonação digital em um granuloma representativo com o ovo do parasito excêntrico. Os granulomas 

foram delineados (ai, bi) e as zonas delimitadas com um eixo central perpendicular ao ovo do parasito 

(aii, bii). Então, as quatro linhas do eixo perpendicular, estabelecidas do ovo do parasito até os limites 

do granuloma, foram divididos em três partes de comprimentos iguais (aiii, biii). Este procedimento 
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estabeleceu três zonas circulares: periovular, medial e periférica (aiv, biv). Assim, estas zonas foram 

identificadas de forma confiável em granulomas com ovos centrais (av, avi) ou excêntricos (bv, bvi) e 

o números de eosinófilos foi quantificado em cada zona. 

 

5.6.4. Análise quantitativa de IHQ 

 

As lâminas foram digitalizadas com aumento de 20x utilizando o escâner de lâminas da 

3D Histech e analisadas a um aumento de 20x usando o software Case Viewer versão 2.3 (3D 

Histech kft.). A área e a densidade ótica da imunomarcação de MBP-1 foram medidas através 

de uma análise morfométrica semiautomática com o software ImageJ versão 1.53e (National 

Institutes of Health – NIH, EUA). Foram avaliados a área total de 67 granulomas (16 PE, 18 

NE e 33 EP), totalizando 5.588.043,9 μm2 (PE: 1.117.509,8 µm2, NE: 1.792.830,3 µm2 e EP: 

2.677.703,8 µm2). A máscara de hematoxilina/DAB foi selecionada e os pixels em coloração 

marrom de células marcadas com DAB foram automaticamente calibradas para criar uma 

imagem binária. O threshold de 0 a 132 pixels foi aplicado para calcular a área e a densidade 

ótica da imunomarcação. 

 

5.6.5. Análise qualitativa e quantitativa de MET 

 

Eletromicrografias apresentando eosinófilos infiltrados foram aleatoriamente adquiridas 

em aumentos diferentes (total de 786 micrografias) e um total de 94.771 μm2 de área de tecido 

de granulomas hepáticos foi analisada. Para investigar a ultraestrutura de eosinófilos, todos os 

eosinófilos encontrados nas áreas de tecido foram contabilizados (n=275) e as células foram 

avaliadas pela maturidade, imaturidade e aspectos de secreção, além de suas interações célula-

célula, conforme descrito por MELO; DVORAK; WELLER, (2022). O número de eosinófilos 

em interação física (apresentando contato célula-célula) com células imunes foi estabelecido. 

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

 

5.6.6. Reconstrução tridimensional (3D) de secções seriadas de granulomas 

hepáticos 

 

A metodologia de reconstrução 3D dos granulomas nos diferentes estágios evolutivos 

da doença foi realizada de acordo com protocolo descrito anteriormente (LIVINGSTON et al., 

2010), com alterações. A partir de fragmentos do fígado (0.5 cm3) de animais infectados 
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experimentalmente (camundongos Swiss) e naturalmente (N. squamipes) por S. mansoni, 

incluídos 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 µm de espessura) foram corados com HE e escaneados conforme 

descrito no item 5.3.3.1.  

Granulomas representativos (um para cada estágio evolutivo) foram identificados e 

imagens seriadas bidimensionais (2D) em formato TIF foram capturadas para cada granuloma 

do mesmo animal, e foram alinhadas com o auxílio do software Adobe Photoshop (Adobe Inc., 

San Jose, CA, EUA). Eosinófilos infiltrantes nas diferentes regiões 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 composição 

das imagens 3D. Ao final, foram feitas animações a partir do uso de ferramentas de rotação do 

objeto nos três eixos espaciais, além de alterações da opacidade de camadas, posição e escala 

para uma visualização mais completa do tecido reconstruído e localização espacial dos 

eosinófilos. 

 

5.7. Análises estatísticas 

 

As análises estatísticas e os gráficos gerados foram feitos com a utilização do software 

GraphPad Prism® versão 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 

variâncias. O grau de significância empregado para todas as análises foi de ≤ 0,05. Com isso, 

para comparação entre duas médias, o teste t de Student foi empregado quando estas atendiam 

aos pressupostos e o teste não paramétrico de Mann-Whitney foi empregado quando as médias 

não atendiam aos pressupostos. Para comparações entre três 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 não-paramétrico de Kruskal-Wallis foi empregado, seguido pelo teste 

de múltiplas comparações de Dunn, quando os dados não atendiam aos pressupostos. Os dados 

foram analisados em testes de médias em todas as comparações e foram representados como 

média ± erro padrão a menos que especificado de outra forma. Os dados nos gráficos de barra 

estão representados como média ± erro padrão. Os dados nos gráficos de box plot estão 

representados como valores de mínimo ao máximo e mediana. 
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6. RESULTADOS 

 

6.1. O granuloma esquistossomótico é um sistema evolutivo dinâmico 

 

Para melhor caracterizar o processo de formação de granulomas ocorrendo na 

esquistossomose hepática, uma grande área de tecido hepático (total de 1.368 mm2) 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 após a infecção, correspondente à fase aguda completamente 

desenvolvida, caracterizada pela secreção acentuada de SEAs e uma resposta Th2, e aos 120 

dias após a infecção, correspondente à fase crônica, com a contínua deposição de ovos do 

parasito (AMARAL et al., 2017; BOROJEVIC, 1992; DIAS et al., 2018). 

Para estudar a histopatologia hepática em maiores detalhes, uma abordagem histológica 

que combina a fixação e processamento otimizado com a inclusão em uma resina plástica 

(GMA), que fornece uma melhor resolução do tecido, em comparação a inclusão tradicional 

em parafina, com uma visualização otimizada dos processos inflamatórios (DIAS et al., 2018). 

No total, nove secções por animal foram coletadas. Das nove secções, três foram feitas de forma 

seriada e corada com três corantes diferentes (HE, tricrômico de Gomori e Fast Green-Neutral 

Red) para facilitar a identificação de aspectos morfológicos teciduais e celulares (Figura 13A).  

Então, um intervalo de 300 µm foi mantido entre os grupos de três secções para 

aprofundar o órgão e evitar análises do mesmo granuloma (DIAS et al., 2018). Todas as secções 

foram analisadas por Whole Slide Imaging (WSI) (Figura 13A). A técnica de WSI permite a 

digitalização de secções inteiras com o uso de um escâner de lâminas digital, gerando imagens 

de microscopia em alta resolução e campo amplo com informações detalhadas sobre a 

microarquitetura do tecido (Figura 13A) (MELO et al., 2020). 

O WSI revelou a formação dramática e extensiva de granulomas em todo o parênquima 

hepático em ambas infecções, aguda e crônica (Figura 13B e Figura 11). Primeiro, para 

quantificar os granulomas, todas as secções 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 infecção aguda e 291 da infecção crônica) foram delineados (Figura 13B, bi-bvi). Depois, 

baseado nas características histopatológicas (AMARAL et al., 2017; LENZI et al., 1998), todos 
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os granulomas foram classificados de acordo com o seu estágio evolutivo (Figura 13C), 

conforme detalhado na Figura 11.  

De acordo com pesquisas anteriores, o processo de formação dos granulomas envolve 

uma fase pré-granulomatosa e uma fase granulomatosa (AMARAL et al., 2017; LENZI et al., 

1998). A fase pré-granulomatosa (denominado estágio pré-granulomatoso-exudativo; PE) é 

caracterizada por uma coleção 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 

esquistossomóticos tendem a ser mais esféricos e compactos, evoluindo de um estado maduro 

para um estado involucional (Figura 13C e Figura 11). Assim, mimetizando a doença humana, 

o modelo murino de infecção por S. mansoni desenvolveu múltiplos granulomas vistos em 

diferentes estágios evolutivos lado a lado na mesma secção tecidual (Figura 13C e Figura 11). 

De maneira geral, nas infecções aguda e crônica, o estágio inicial (PE) foi encontrado 

em uma proporção menor em comparação aos outros estágios (Figura 13D). As duas formas 

maduras de granulomas (denominadas necrótico-exudativo; NE e exudativo-produtivo; EP – 

Figura 11) foram os tipos mais frequentes de granulomas encontrados no parênquima hepático 

nas duas fases de infecção (Figura 13D), enquanto que a forma involutiva de granulomas 

hepáticos (denominado produtivo; P – Figura 11) foi observada apenas na fase crônica da 

infecção (Figura 13D). Sendo assim, durante seu ciclo de vida, o granuloma esquistossomótico 

sofre uma involução gradual, reduzindo seu tamanho de acordo com a progressão da doença. 

Além disso, o número total de células e a deposição de fibras de MEC dentro dos 

granulomas foi avaliado. As análises quantitativas de 142.246 células (71.964 células de 151 

granulomas agudos e 70.282 células de 291 granulomas crônicos) mostrou que o número total 

de células diminui gradativamente junto com a maturação do granuloma (Figura 13F e ANEXO 

1 – Tabela 1). Em paralelo, ocorre um aumento na acumulação e compactação de fibras de 

MEC, principalmente fibras colágenas, que é um indicativo do estabelecimento de fibrose, 

como observado em todas as secções coradas em Gomori, que destacam as fibras colágenas em 

verde (Figura 13C). 

Em consonância com nosso ponto de vista proposto anteriormente de que os granulomas 

esquistossomóticos são um ecossistema em evolução (MALTA et al., 2021), confirmamos que 

a natureza fundamental dos granulomas depende de uma perspectiva evolutiva que abrange 

mudanças graduais em sua microestrutura. 
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Figura 13. O granuloma esquistossomótico é um sistema evolutivo dinâmico. (A) Desenho 

experimental para avaliar a histopatologia dos granulomas hepáticos de camundongos durante a infecção 

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

inóculo de 100 cercárias, cepa LE. Nove secções foram obtidas por animal. Três secções seriadas foram 

coradas com três diferentes colorações citológicas [hematoxilina e eosina (HE); tricrômico de Gomori 

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

mm entre grupos de três secções para aprofundamento da amostra, a fim de evitar a análise de um mesmo 
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granuloma. (B) bi-biv Em imagens escaneadas em alta resolução de secções inteiras de fígado, todos os 

granulomas (n total= 442, 151 da fase aguda e 291 da fase crônica), foram delineados, enumerados e 

classificados por estágio evolutivo. (C, D) Fases pré-granulomatosa e granulomatosa e seus respectivos 

estágios evolutivos (tipos e proporções). Os granulomas são visualizados com HE e também com 

Gomori, que destaca as fibras da matriz extracelular (MEC), principalmente as fibras colágenas, em 

verde. Observa-se a acumulação progressiva das fibras colágenas. (E, F) O tamanho dos granulomas e 

seu número total de células reduziram significativamente ao longo da evolução do granuloma. A área 

do granuloma (mm2) foi determinada para granulomas individuais. Pontos dispersos em (E) representam 

o dado de um único granuloma. Um total de 142.246 células (71.964 da infecção aguda e 70.282 da 

infecção crônica) foram quantificadas e o número médio de células foi estabelecido por tipo de 

granuloma. Os resultados estão expressos como média ± erro padrão. O valor de P indica o resultado 

dos testes estatísticos Mann-Whitney seguido do teste de Tukey para múltiplas comparações (infecção 

aguda) ou Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn para múltiplas comparações (crônica e aguda + 

infecção crônica). 

 

6.2. Eosinófilos são organizados espacialmente e ocupam um sítio preferencial dentro 

de granulomas esquistossomóticos 

 

Os ovos do parasito confinados no fígado atraem uma população substancial de 

eosinófilos que colonizam o tecido hepático para formar granulomas juntamente com outras 

células imunes e residentes (COLLEY; SECOR, 2014). Eosinófilos infiltrantes foram avaliados 

por WSI (n=9 secções/animal) e MET (Figura 14A). No escaneamento de granulomas (n=442) 

por WSI, os eosinófilos foram identificados inequivocadamente a partir de seus núcleos 

segmentados e pela natureza acidofílica típica de seus grânulos secretores citoplasmáticos 

(grânulos específicos), 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 presença acumulada de eosinófilos também foi confirmada com MET, que revelou a 

ultraestrutura única dos grânulos de eosinófilos com um cristaloide cristalino elétron-denso e 

uma matriz externa elétron-lúcida (Figura 14D) (MELO; DVORAK; WELLER, 2022). Um 

total de 45.125 eosinófilos (ANEXO 1 – Tabela 1) foram quantificados e a proporção destas 

células por estágio de granuloma foi determinada em comparação ao número total de células 

(total n=142.246 células; Figura 14E). 

O estágio pré-granulomatoso (PE), ou seja, sítios teciduais onde células imunes estão se 

acumulando e em processo de organização em granulomas (Figura 13C e Figura 11B), 

apresentou mais de 50% do seu número total de células compostas apenas de eosinófilos (Figura 
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14E). Entretanto, após o estabelecimento do granuloma em infecções agudas e crônicas, a 

proporção de eosinófilos foi menor em comparação ao estágio PE e permaneceu estável em 

relação a toda comunidade celular (variação de 27-30% de todas as células no granuloma) em 

todos os tipos de granuloma (Figura 14E). Análises quantitativas mostraram que o número total 

de eosinófilos (n=45.125 eosinófilos) reduziu significativamente de acordo com a progressão 

da doença (Figura 14F e ANEXO 1 – Tabela 1). 

Notavelmente, uma vez dentro do granuloma maduro, os eosinófilos não 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, após o recrutamento 

e a acumulação (estágio PE), os eosinófilos são capazes de se organizar dentro de granulomas 

maduros de uma maneira que otimiza a eficácia da vida do granuloma.  

Para obter uma compreensão mais profunda sobre como a população de eosinófilos foi 

organizada dentro dos diferentes tipos de granuloma, a distribuição espacial dos eosinófilos foi 

investigada em maiores detalhes. Com base na localização do ovo do parasito, três 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 número de 

eosinófilos foi quantificado em cada zona. Nossa estratégia de anotação digital para a zonação 

dos granulomas foi útil para fornecer medições de zona consistentes, mesmo quando o plano 

de corte mostrou granulomas com ovos excêntricos (Figura 12). 

A investigação de granulomas individuais zoneados (n=424) revelou que os eosinófilos 

predominaram a zona periférica de todos os estágios evolutivos de granulomas (NE, EP e P) 

com pelo menos 80% dos granulomas apresentando maior número de eosinófilos nesta região 

em comparação com as outras zonas (Figura 14H). Consideravelmente, as análises quantitativas 

demonstraram uma proporção maior de eosinófilos na zona periférica independentemente do 

tipo de granuloma e do tempo de infecção (Figura 14I-K). 
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Figura 14. Eosinófilos infiltrantes estão espacialmente organizados e ocupam um sítio preferencial 

dentro de granulomas. (A) Desenho experimental para investigar o número e a distribuição de 
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eosinófilos em granulomas hepáticos formados em camundongos na infecção aguda e crônica por S. 

mansoni (n=6 camundongos/grupo). Eosinófilos foram avaliados por WSI (n=9 secções/animal) e 

microscopia eletrônica de transmissão (MET; 94.771 mm2 de área de tecido). (B, C) Granulomas 

representativos mostram eosinófilos organizados em camadas e identificados por seu núcleo segmentado 

e o citoplasma acidófilo corado em rosa (HE) ou verde (fast green-neutral red), respectivamente. As 

áreas destacadas em (B) e (C) estão representadas em maior aumento em bi/bii e ci/cii. (D) 

Eletromicrografia representativa apresenta a ultraestrutura única de eosinófilos. Grânulos secretores 

(visto em maior aumento na área destacada) apresentam um cristaloide central elétron-denso e uma 

matriz externa elétron-lúcida. N, núcleo. (E) Proporção de eosinófilos nos estágios evolutivos de 

granulomas. O número total de células/tipo de granuloma está indicado. (F) O número de 

eosinófilos/tipo de granuloma diminui significativamente junto a maturação do granuloma. Os 

resultados estão expressos em média ± erro padrão. O valor de P indica o resultado dos testes estatísticos 

Mann-Whitney seguido do teste de Tukey para múltiplas comparações (infecção aguda) ou Kruskal-

Wallis seguido pelo teste de Dunn para múltiplas comparações (crônica e aguda + infecção crônica). ns, 

não significativo. (G) gi, gii Representação esquemática das três 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 eosinófilos na sua zona periférica. (I-K) O número de eosinófilos é 

significativamente maior nas zonas periféricas de granulomas comparado às zonas medial e periovular. 

Os resultados estão expressos como média ± erro padrão. O valor de P indica o resultado dos testes 

estatísticos Mann-Whitney seguido do teste de Tukey para múltiplas comparações [infecção aguda (NE, 

EP) + infecção crônica (NE, P)] ou Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn para múltiplas 

comparações [infecção crônica (EP) + infecção crônica + aguda (NE, EP)]. 

 

A função clássica de eosinófilos está baseada em sua resposta efetora associada à 

liberação do conteúdo pré-formado de produtos armazenados em seus grânulos, incluindo a 

Proteína Básica Principal (MBP; Major Basic Protein)-1 (MELO et al., 2009), uma proteína 

catiônica eosinofílica abundante (ACHARYA; ACKERMAN, 2014). A MBP é reconhecida 

como um marcador clássico para a localização e desgranulação de eosinófilos (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 distribuição espacial de MBP-1 dentro de granulomas evolutivos 

provocados pela infecção experimental aguda e crônica em camundongos foi interrogada 

(Figura 15A). O escaneamento em alta resolução de secções do fígado mostraram uma 
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marcação de MBP-1 robusta e bem definida espacialmente em todos os tipos de granuloma 

(Figura 15B). Nossa abordagem de zonação aplicada a granulomas individuais demonstrou uma 

alta concentração de MBP-1 na zona periférica do granuloma, com marcações nos ovos do 

parasito negativos ou insignificantes para esta proteína (Figura 15C, D). 

Além disso, análises quantitativas de imagem revelaram que 73-91% de todos os 

granulomas (n=67 granulomas) tinham imunomarcação de MBP-1 predominantemente 

localizada na zona periférica (Figura 15E). Assim, a IHQ para MBP-1 confirmou a localização 

espacial preferencial de eosinófilos na zona periférica de todos os estágios evolutivos de 

granulomas esquistossomóticos (Figura 14B, C). 
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Figura 15. A marcação de MBP-1 é altamente concentrada na zona periférica dos granulomas 

esquistossomóticos hepáticos. (A) Desenho experimental para investigar a imunomarcação de Proteína 

Básica Principal (MBP)-1 nos granulomas hepáticos formados durante a infecção experimental aguda e 

crônica pelo parasito S. mansoni (n=4 animais por grupo). Secções de fígado (n=5/animal) foram 
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processadas para a imunohistoquímica (IHQ) utilizando o anticorpo anti-MBP-1 monoclonal e 

digitalizadas no escâner de lâminas. Granulomas (n=67) foram delineados e enumerados, e a intensidade 

da imunomarcação foi avaliada para a determinação da área de imunomarcação (%). (B) Secções 

representativas do fígado escaneadas em alta resolução após a imunomarcação por MBP-1 revelaram 

alta concentração de MBP-1, identificados pelo precipitado marrom, na zona periférica em todos os 

estágios evolutivos dos granulomas. (C, D) Procedimento de zonação digital aplicado à granulomas 

representativos para a avaliação da área da imunomarcação de MBP-1 (%) por zona de granuloma. Um 

intervalo de 73-91% de toda a área imunomarcada foi localizado na zona periférica dos granulomas. 

Imagens binárias de granulomas são mostradas em ciii e diii. (E) Análises quantitativas detectaram a 

predominância da marcação de MBP-1 na zona periférica em todos os estágios evolutivos de 

granulomas. 

 

6.3. Eosinófilos estabelecem interação direta com outras células imunes na zona 

periférica de granulomas esquistossomóticos 

 

Para identificar as características ultraestruturais relevantes dos eosinófilos presentes no 

microambiente granulomatoso, um estudo abrangente usando MET foi realizado. A MET 

captura de forma única o comportamento celular em alta resolução em seu contexto tecidual e 

é particularmente elucidativa na demonstração das intrincadas e variadas atividades secretoras 

de eosinófilos (MELO; DVORAK; WELLER, 2022). Um total de 786 micrografias eletrônicas 

das infecções aguda e crônica foram analisadas, correspondendo a uma área total de 94.771 

mm2 (Figura 16A), e revelaram que eosinófilos 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 interações físicas entre eosinófilos e neutrófilos (Figura 16D, E), 

linfócitos (Figura 16D), macrófagos (Figura 16E) e plasmócitos (Figura 16E). Essas interações 

foram frequentemente vistas como projeções estreitas (tethers) e/ou pequenas áreas com 

aumento de espessura nas interfaces das membranas plasmáticas (Figura 16C, ci). Dos 275 

eosinófilos, 198 (72%) estavam em contato célula-célula com uma ou mais células imunes 

(Figura 16F). Interessantemente, as análises revelaram que não apenas eosinófilos maduros 

(Figura 14D, Figura 16B-D), mas também eosinófilos com sinais de imaturidade, tais como a 

presença de grânulos citoplasmáticos sem cristaloide (grânulos específicos imaturos) e grandes 

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

esquistossomóticos (Figura 16E, ei). 

 

 
Figura 16. Eosinófilos estabelecem interação direta com outras células imunes na periferia dos 

granulomas esquistossomóticos. (A) Desenho experimental para investigação ultraestrutural de 
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eosinófilos no microambiente granulomatoso. Granulomas hepáticos de infecções aguda e crônica foram 

processados para microscopia eletrônica de transmissão (MET), e 786 eletromicrografias, obtidas da 

zona periférica do granuloma (correspondente a 94.771 mm2 da área do granuloma), foram analisadas 

no software FIJI. Todos os eosinófilos intactos (n=275) foram contabilizados e examinados 

individualmente em alta resolução. (B) Conjunto de eosinófilo apresentam interação célula-célula. 

Linhas vermelhas delimitam a membrana plasmática entre as células em interação. (C) Interação 

eosinófilo-linfócito. A área destacada em (C) é mostrada em maior aumento em ci. Cabeças de seta 

indicam áreas de contato célula-célula. (D, E) Contato célula-célula entre eosinófilos e outras células 

imunes. (E) ei A área destacada em (E) mostra, em maior aumento, eosinófilos com maturação 

incompleta, com ausência de cristaloide nos grânulos e com grande quantidade de filamentos de retículo 

endoplasmático (RE). (F) A maioria dos eosinófilos (72%) estão em interação direta com uma ou mais 

células imunes. N, núcleo; Gr, grânulo secretor. 

 

Em seguida, avaliamos a ocorrência de alterações ultraestruturais associadas à secreção 

de eosinófilos, um processo comumente conhecido como desgranulação (MELO; DVORAK; 

WELLER, 2022; MELO; WELLER, 2018). Análises de imagem de eosinófilos (n=275) 

revelaram um padrão morfológico prevalente consistente com desgranulação por piecemeal 

(PMD – piecemeal degranulation), um mecanismo frequente de secreção de eosinófilos in vivo 

durante doenças associadas a eosinófilos (EADs; Figura 17) (MELO; WELLER, 2010). Esses 

resultados são consistentes com nosso trabalho prévio na fase aguda da esquistossomose em 

camundongos (DIAS et al., 2018). PMD é um processo de secreção mediado por vesículas que 

reflete a habilidade de eosinófilos em liberar diferencialmente pequenas quantidades de 

proteínas derivadas dos grânulos, incluindo citocinas e MBP-1 (MELO et al., 2013; MELO; 

DVORAK; WELLER, 2022; MELO; WELLER, 2010, 2018). 
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Figura 17. Eosinófilos secretam seu conteúdo granular por desgranulação por piecemeal (PMD) em 

granulomas esquistossomóticos. (A, B) Características ultraestruturais de PMD foram consistentemente 

encontradas no citoplasma de eosinófilos espacialmente localizados na periferia dos granulomas. ai, aii, 

bi, bii Área delimitada em (A) e (B) mostram, em maior aumento, grânulos intactos e mobilizados 

(ativados) com características de PMD, incluindo dilatação de grânulo, desarranjo de cristaloide, 

liberação de conteúdo e formação de vesículas grandes (80-150 nm). (C) Representação esquemática da 

comparação de grânulos intactos com grânulos exibindo características de PMD. N, núcleo; Gr, grânulo 

secretor. Um total de 786 eletromicrografias da infecção aguda e crônica por S. mansoni em 

camundongos foram analisadas. 

 

Em conjunto, os achados de MET identificam que, na zona periférica do granuloma, os 

eosinófilos se organizam, estabelecem interações estreitas com outras células imunes e 

secretam seu conteúdo 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 

destruição dos ovos do parasito. 

 

6.4. A localização espacial de eosinófilos em granulomas esquistossomóticos é 

conservada na infecção natural 

 

A partir da compartimentalização consistente de eosinófilos na zona periférica de 

granulomas na infecção experimental aguda e crônica, abriu-se o questionamento se o mesmo 

padrão ocorre em infecções naturais. Sendo assim, o fígado do roedor neotropical semiaquático 

N. squamipes (rato d’água) foi investigado (n=4 animais), após sua captura durante um longo 

estudo em áreas endêmicas de esquistossomose no Brasil (Figura 18A) (VARELLA et al., 

2024). O N. squamipes possui um papel crucial como reservatório silvestre para 

esquistossomose humana, perpetuando o ciclo de transmissão na natureza e servindo como um 

importante indicador biológico de locais de transmissão de S. mansoni devido a sua alta 

susceptibilidade de infecção (GENTILE et al., 2006).  

Com uma ampla distribuição geográfica, o N. squamipes é um dos principais 

hospedeiros definitivos não humanos do S. mansoni no Brasil, com parâmetros tradicionais de 

infecção bem caracterizados (carga parasitária e deposição de ovos consistentes, e 

desenvolvimento de respostas granulomatosas) (AMARAL et al., 2017; GENTILE et al., 

2006). Secções teciduais (n=9/animal) foram preparadas e digitalizadas (WSI; Figura 18A) 

utilizando a mesma abordagem da infecção experimental (Figura 13A) e um total de 142 

granulomas hepáticos correspondendo a 1.033 mm2 de área de tecido foram analisados (Figura 

18A e ANEXO 2 – Tabela 2).  

A resposta inflamatória granulomatosa de N. squamipes infectados por S. mansoni 

manifestou lesões bem definidas no fígado, conforme reportado anteriormente (AMARAL et 

al., 2017; COSTA-NETO et al., 2013; COSTA-SILVA et al., 2002). Foram encontrados os 

mesmos estágios evolutivos de granulomas (Figura 18B) como os observados na infecção 

experimental (Figura 13C), mas com uma prevalência maior de granulomas do tipo P (Figura 

18C). Isso pode ser atribuído às múltiplas reinfecções 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 infecção (AMARAL et al., 2017).  

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

parasito continuam a alcançar o fígado, possivelmente devido a exposição repetida a cercárias 
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(forma infectante no hospedeiro definitivo), a qual é também um aspecto comum em humanos 

vivendo em regiões endêmicas para a esquistossomose (COLLEY et al., 2014). Granulomas 

tiveram uma acumulação progressiva de fibras de MEC e redução no número de células 

conforme os granulomas EP involuem para o estágio P (Figura 18B, D, E).  

Em seguida, a população de eosinófilos em granulomas (Figura 18F, G) após coloração 

com HE (Figura 18F, fi) ou fast green-neutral red (Figura 18G, gi) foi avaliada. As análises 

revelaram o mesmo padrão de acumulação de eosinófilos vista no modelo experimental: 

inicialmente como uma coleção de células desordenadas na fase pré-granulomatosa (estágio 

PE; Figura 18B) e, subsequentemente, como uma população organizada em granulomas 

maduros (estágios NE e EP; Figura 18F, G). O número de eosinófilos reduziu 

significativamente junto a maturação e involução do granuloma (Figura 18H). A proporção de 

eosinófilos (n=3.402) em relação ao número total de células do granuloma (n=15.395) foi maior 

no estágio PE (31%) comparado aos outros estágios (intervalo de 11-22%; Figura 18I). 

Depois, a distribuição espacial de eosinófilos em granulomas individuais (n=142) foi 

investigada aplicando o procedimento de zonação digital conforme detalhado na Figura 12. Os 

granulomas em todos os estágios evolutivos (80-100%) apresentaram o número de eosinófilos 

predominantemente na zona periférica (Figura 18K). Notavelmente, as análises quantitativas 

demonstraram um aumento significativo da proporção de eosinófilos na zona periférica em 

comparação às zonas medial e periovular, com uma menor proporção encontrada na região 

periovular (Figura 18L). 

Com isso, os resultados encontrados sugerem que em granulomas esquistossomóticos 

hepáticos induzidos pela infecção natural, os eosinófilos apresentam uma “adaptação espacial”, 

permanecendo majoritariamente compartimentalizado na zona periférica dos granulomas, uma 

localização conservada, similar ao reproduzido na infecção experimental. 
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Figura 18. Eosinófilos apresentam adaptação espacial em granulomas formados durante a infecção 

natural por S. mansoni. (A) Desenho experimental para avaliar granulomas hepáticos do reservatório 

silvestre N. squamipes (n=4) capturados em uma área endêmica de esquistossomose no Brasil 
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(município de Sumidouro, RJ). Após a confirmação da infecção, fragmentos de fígado foram coletados 

para histopatologia (n=9 secções/animal) utilizando a mesma estratégia metodológica estabelecida para 

a infecção experimental em camundongos. Granulomas (n=142) foram delineados, enumerados e 

classificados por estágios evolutivos em imagens de alta resolução de secções de fígado inteiras. (B, C) 

Fases pré-granulomatosa e granulomatosa e seus respectivos estágios evolutivos (tipos e proporções) 

são observadas após a coloração citológica com HE e tricrômico de Gomori. A redução progressiva do 

tamanho dos granulomas e da acumulação de fibras de colágeno, coradas em verde, foram evidenciadas. 

(D, E) O tamanho dos granulomas (área) e o número total de células reduziram significativamente 

durante o desenvolvimento dos granulomas. A área do granuloma (mm2) foi determinada para 

granulomas individuais. Pontos dispersos em (D) representam o dado de um único granuloma. Um total 

de 15.395 células foi quantificado e o número médio de células foi estabelecido por tipo de granuloma. 

Os resultados são expressos em média ± erro padrão. O valor de P indica o resultado do teste estatístico 

Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn para múltiplas comparações. (F, G) Eosinófilos identificados 

em granulomas com seu citoplasma em cor rosa (HE) ou verde (fast green-neutral red). As áreas 

destacadas em (F) e (G) estão representadas em maior aumento em fi e gi. (H) Proporção de eosinófilos 

(n=3.402) em relação ao número total de células no granuloma (n=15.395). (I) Número de eosinófilos 

por tipo de granuloma expresso como média ± erro padrão. O valor de P indica o resultado do teste 

estatístico one-way ANOVA seguido do teste de múltiplas comparações de Tukey. (J) Granulomas 

representativos após o processo de zonação para quantificar eosinófilos nas zonas periovular, medial e 

periférica. (K) De 80-100% de todos os granulomas (n total=142) exibiram a maioria dos eosinófilos 

nas suas zonas periféricas. (L) O número de eosinófilos é significativamente maior na zona periférica 

de granulomas em comparação as zonas medial e periovular. Os resultados estão expressos como média 

± erro padrão. O valor de P indica o resultado dos testes estatísticos Mann-Whitney seguido do teste de 

Tukey para múltiplas comparações (NE, EP) ou Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn para 

múltiplas comparações (P). 

 

6.5. Eosinófilos ocupam um importante nicho ecológico em granulomas 

esquistossomóticos 

 

Para reforçar a confirmação da organização espacial de eosinófilos em granulomas 

hepáticos induzidos pela infecção por S. mansoni, reconstruções histológicas quantitativas 3D 

de granulomas inteiros foram realizadas (Figura 19 e ANEXO 3 – Tabela 3). Um granuloma 

representativo de cada estágio evolutivo (PE, NE, EP e P) das infecções experimental e natural 

foi completamente seccionado, as imagens de cada secção seriada foram alinhadas e os 

eosinófilos foram mapeados em cada secção antes da reconstrução do granuloma (Figura 19A, 

B).  
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Com esta abordagem única, o volume de cada tipo de granuloma foi calculado (Figura 

19C), e a presença acumulada de eosinófilos 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 número de eosinófilos (Figura 19D) 

diminuiu durante o processo de formação do granuloma (ANEXO 3 – Tabela 3).  

A população inteira de eosinófilos em granulomas reconstruídos em 3D está apresentada 

na Figura 19D, além da segmentação da imagem 3D (Figura 19E) para melhor visualização da 

localização espacial de eosinófilos. As infecções experimental e natural mostraram o mesmo 

padrão da compartimentalização espacial 3D de eosinófilos durante o ciclo de vida do 

granuloma (Figura 19D). A fase pré-granulomatosa (estágio PE) foi visualizada como uma 

coleção desordenada e muito densa de eosinófilos infiltrantes (Figura 19D, E). Contudo, em 

granulomas estabelecidos, os eosinófilos se organizam nas zonas periféricas (Figura 19D, E). 

De modo geral, os eosinófilos habitam predominantemente uma região periférica 

distinta em todos os estágios evolutivos de granulomas esquistossomóticos, estabelecendo um 

nicho ecológico espaço-temporal conservado com implicações funcionais para a comunidade 

celular e o ciclo de vida do granuloma. 
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Figura 19. Reconstruções tridimensionais (3D) destacam o nicho de eosinófilos dentro de granulomas 

esquistossomóticos. (A) Desenho experimental para a reconstrução 3D de secções histológicas seriadas 

de granulomas hepáticos de camundongo Swiss e reservatório silvestre N. squamipes. O fígado de 

animais infectados por S. mansoni foram incluídos em resina plástica (GMA), seccionados de forma 

seriada em um micrótomo (3 µm de espessura) e corados com HE. No total, 1.048 secções foram 

escaneadas (505 de camundongo Swiss e 543 de reservatório silvestre N. squamipes) para a identificação 

de granulomas inteiros. As imagens seriadas foram alinhadas, os granulomas delineados e o tecido foi 

rotulado com o auxílio do software Adobe Photoshop. A reconstrução 3D e a renderização foram 

realizadas com o software Adobe After Effects. (B) Etapas da reconstrução 3D e modelagem de um 

granuloma EP representativo. O ovo do Schistosoma, marcado em amarelo, e os eosinófilos, 

identificados por sua típica morfologia (núcleo segmentado e citoplasma acidofílico corado em rosa com 

HE, conforme a Figura 13B), foram marcados manualmente em vermelho. As secções foram 

organizadas sequencialmente no eixo-z para formar a estrutura 3D. O granuloma foi segmentado do 
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tecido hepático para revelar a distribuição espacial de sua população de eosinófilos no microambiente 

granulomatoso. (C) Reconstrução de granulomas segmentados em todos os estágios evolutivos nos dois 

modelos de infecção. (D) Localização espacial 3D de eosinófilos nos diferentes estágios evolutivos de 

granulomas. (E) Interior de granulomas reconstruídos em 3D após segmentação. Enquanto eosinófilos 

aparecem como uma coleção de células desordenadas na fase pré-granulomatosa (fase PE), a localização 

preferencial de eosinófilos, na periferia, é descoberta ao longo dos estágios granulomatosos (NE, EP e 

P). 
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7. DISCUSSÃO 

 

Estudos de diferentes modelos de infecção por S. mansoni são considerados importantes 

na investigação dos parâmetros biológicos da esquistossomose mansônica, principalmente no 

decorrer da resposta inflamatória granulomatosa nos tecidos-alvo da doença. Estes estudos 

contribuem para o melhor entendimento das funções inerentes às células do sistema imune no 

contexto da formação e desenvolvimento destes granulomas nos seus diferentes estágios 

evolutivos e nas diferentes fases da doença (LLANWARNE; HELMBY, 2021). A resposta 

inflamatória granulomatosa ao redor dos ovos do parasito é a característica patológica mais 

marcante do hospedeiro vertebrado (TAKAKI et al., 2021).  

Granulomas esquistossomóticos são considerados ecossistemas evolutivos dinâmicos 

caracterizados por uma matriz extracelular heterogênea onde estão inseridas diversas 

populações celulares inflamatórias (MALTA et al., 2021). O objetivo desta estrutura é isolar as 

toxinas liberadas pelos ovos do parasito S. mansoni que são hepatotóxicas (MALTA et al., 

2022). Inicialmente, as populações celulares colonizam o granuloma de forma desordenada 

(fase pré-granulomatosa). À medida que esse ecossistema se desenvolve, as populações 

celulares sintetizam gradualmente a matriz extracelular, principalmente fibras colágenas, 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 está escassa, seu tamanho 

diminui e as fibras colágenas estão mais espessas e abundantes, uma característica de cura por 

fibrose (Figura 13) (LENZI et al., 1998). 

Dentre as principais populações celulares inflamatórias que colonizam granulomas 

esquistossomóticos hepáticos, os eosinófilos são majoritariamente recrutados aos granulomas, 

principalmente na fase pré-granulomatosa, constituindo mais de 50% da comunidade celular do 

granuloma. Dentro do granuloma, a proporção de eosinófilos em relação às demais células é 

menor (aproximadamente 30%) comparada à da fase pré-granulomatosa, mas se mantém 

constante durante os estágios evolutivos tanto na fase aguda como crônica em camundongos 

(Figura 14). Interessantemente, no modelo natural de infecção, foi observada uma diminuição 

progressiva na proporção de eosinófilos ao longo da evolução do granuloma. Este é um 

indicativo de uma melhor adaptação da inflamação granulomatosa, onde os eosinófilos podem 

estar associados a uma modulação menos intensa nestes granulomas, indicando uma adaptação 

fisiológica devido às altas taxas de (re)infecção pelo S. mansoni (AMARAL et al., 2017; 

CHUAH et al., 2014). 
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Embora a visão tradicional de que eosinófilos são células matadoras de helmintos, como 

o S. mansoni, atuando como parte da resposta imune inata, a presença massiva de eosinófilos 

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 

eosinófilos no contexto de granulomas até o presente momento, foi identificado um nicho 

ecológico de eosinófilos conservado nos modelos de infecção experimental (aguda e crônica) e 

natural. Análises quantitativas de imagem integrada ao procedimento de zonação digital 

aplicada a granulomas individuais e reconstruções 3D de granulomas inteiros revelaram que a 

maioria dos eosinófilos se alojam em um território específico – zona periférica – dentro dos 

limites do granuloma. 

Espacialmente neste nicho, os eosinófilos estabelecem interações sólidas com outras 

células imunes e liberam os produtos estocados em seus grânulos, principalmente através da 

PMD. Nossas análises revelaram que não apenas eosinófilos maduros, mas também com 

maturação incompleta, com sinais morfológicos indicativos de imaturidade (Figura 16), 

habitam este nicho. Portanto, o termo “nicho ecológico”, ou seja, um microambiente específico 

no qual células podem se estabelecer, se diferenciar e interagir com outras populações celulares 

(MALTA et al., 2021), pode ser completamente aplicado para definir a compartimentalização 

espacial de eosinófilos. Este trabalho contribui para uma melhor compreensão de granulomas 

esquistossomóticos, destacando que os eosinófilos, como células inflamatórias, não estão 

meramente concentrados, mas espacialmente adaptados ao microambiente.  

Os achados deste trabalho confirmam, de forma robusta e confiável, a ocorrência desse 

nicho ecológico de eosinófilos nas diversas condições de infecção. Ao menos 80% de todos os 

granulomas evolutivamente maduros, analisados individualmente nos modelos de infecções 

experimentais (aguda e crônica) e natural, mostraram número predominante de eosinófilos 

nesse nicho. Isso é particularmente notável devido às diferenças significativas inerentes às 

infecções naturais e experimentais (ABATH et al., 2006; ABDUL-GHANI; HASSAN, 2010). 

Infecções murinas experimentais envolvem uma única exposição com isolados de S. mansoni, 

tempo e dose de infecção definidos, enquanto infecções naturais são gradualmente adquiridas 

de isolados naturais do parasito, e com tempo de infecção indefinido (ABATH et al., 2006). A 

maioria das espécies de Schistosoma em humanos são adquiridas gradualmente ao longo dos 

anos (CHEEVER et al., 2002). Além disso, como observado pelo nosso e outros estudos, 

infecções naturais são menos intensas que as experimentais (ABATH et al., 2006; ABDUL-

GHANI; HASSAN, 2010). 
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Qual é o significado funcional de um “nicho ecológico do eosinófilo” em granulomas 

hepáticos causados pela esquistossomose mansônica? Nossos achados demonstram que, 

enquanto eosinófilos são irregularmente distribuídos na fase pré-granulomatosa (estágio PE), 

eles são altamente organizados nos granulomas evolutivamente maduros, provavelmente de 

forma a maximizar sua efetividade para a vida do granuloma. Como resultado potencial de tal 

organização, eosinófilos podem se comunicar de forma mais eficiente com outras células. 

Nossas análises ultraestruturais, capturaram que 72% dos eosinófilos, nesse nicho, interagiam 

fisicamente com outras células do sistema imune, particularmente, linfócitos, neutrófilos, 

plasmócitos e macrófagos. O contato célula-célula, é um importante evento inerente ao 

funcionamento das células imunes dentro dos nichos ambientais, e considerado crítico para o 

desenvolvimento eficiente da imunorregulação (BELARDI et al., 2020). Contendo proteínas 

catiônicas, como MBP-1, e diversas citocinas armazenadas em seus grânulos secretores, 

eosinófilos 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 infecção experimental. PMD libera pequenas 

quantidades de mediadores imunes e não todo o conteúdo dos grânulos e vem sendo associada 

com funções imunomoduladoras dos eosinófilos (DIAS et al., 2018; SAMARASINGHE et al., 

2017). Além disso, estudos do grupo já mostraram a ação de liberação de MBP-1 por transporte 

vesicular, tanto em humano quanto em camundongo (MELO et al., 2009). Portanto, a 

consistente identificação tanto de PMD como de interações de eosinófilos com outras células 

imunes, apontam estas células como imunomoduladoras. 

Além das interações célula-célula, à luz da Ecologia, existem fatores microambientais 

que governam a sobrevivência e diferenciação celular em um nicho ecológico (MALTA et al., 

2021). Dessa forma, a arquitetura espacial do nicho ecológico do eosinófilo pode beneficiar a 

diferenciação de eosinófilos in situ. Além de eosinófilos maduros, foi possível identificar uma 

população de eosinófilos em diferentes estágios de maturação. Estas células imaturas também 

foram capazes de estabelecer interações físicas por contato com outras populações de células 

inflamatórias na periferia do granuloma. Assim, nossos achados apontam para uma atividade 

imunorreguladora de eosinófilos na esquistossomose, mas seu impacto neste nicho ainda 

precisa ser esclarecido.  

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

recente mostrou um alto número de eosinófilos em diferentes estágios de maturação que 
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também foi localizado na zona periférica de granulomas esquistossomóticos hepáticos de 

camundongos (FRANCISCO et al., 2022). De fato, estudos têm demonstrado que o granuloma 

esquistossomótico hepático 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 compartimentalização espacial e maturação local emergiram 

recentemente como características importantes da biologia de eosinófilos, atuando como 

contribuintes chave para a diversidade funcional de eosinófilos (ARNOLD; MUNITZ, 2024; 

GURTNER; CREPAZ; ARNOLD, 2023). 

De acordo com os conceitos explorados por este trabalho até aqui, pela primeira vez, foi 

realizada a investigação espaço-temporal da distribuição tridimensional (3D) de eosinófilos em 

granulomas hepáticos induzidos pela infecção experimental e natural por S. mansoni. A 

aplicação das análises de imagens em alta resolução confirmou que os granulomas 

esquistossomóticos são estruturas altamente dinâmicas durante os diferentes estágios de 

infecção pelo parasito, com os eosinófilos ocupando um nicho ecológico periférico.  

Decifrar em detalhes a distribuição, comportamento e funções específicas de eosinófilos 

em granulomas, é de interesse considerável para o entendimento da esquistossomose. Isso tem 

sido uma tarefa desafiadora, especialmente devido à arquitetura complexa e dinâmica de 

granulomas esquistossomóticos. Enquanto a eosinofilia é tradicionalmente associada a 

destruição in vivo de ovos de Schistosoma em granulomas hepáticos (KEPHART et al., 1984; 

KEPHART; ANDRADE; GLEICH, 1988; OLDS; MAHMOUD, 1980), modelos murinos 

deficientes de eosinófilos (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 eosinófilos (SHER et al., 

1990), não apresentaram impactos na carga parasitária de parasitos adultos ou ovos nos tecidos. 

A ausência de eosinófilos parece não impactar também na formação de granulomas. A 

maioria dos trabalhos utilizando a depleção de eosinófilos não encontrou mudanças 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 redução 

da fibrose (DE OLIVEIRA et al., 2022; REIMAN et al., 2006), assim como granulomas 

maiores (fase crônica) (DE OLIVEIRA et al., 2022) ou menores (em ambas as fases aguda e 

crônica) (REIMAN et al., 2006) também foram reportadas. Entretanto, a comparação entre estes 

múltiplos estudos é desafiadora, considerando que eles não levaram em consideração os 

estágios evolutivos de granulomas. As análises do presente trabalho mostraram que o 
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granuloma esquistossomótico é um sistema evolutivo que reduz em tamanho, número total de 

células e número de eosinófilos conforme a progressão do granuloma. 

Os resultados do presente trabalho não sustentam um papel direto dos eosinófilos contra 

o parasito. A segregação da maioria dos eosinófilos e o seu conteúdo de MBP-1 na periferia de 

granulomas, e não na zona periovular, na qual os ovos do parasito são biologicamente ativos 

(SCHWARTZ; FALLON, 2018), sustentam um cenário inconsistente da visão de que os 

eosinófilos são “matadores de helmintos”. A descoberta de um nicho ecológico conservado de 

eosinófilos em granulomas esquistossomóticos contribui para o entendimento da complexa 

biologia de eosinófilos em infecções helmínticas e destacam as intrincadas interações 

eosinófilo-parasito-microambiente estabelecidas durante uma longa coevolução. 
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8. CONCLUSÕES 

 

(1) Este trabalho contribui para uma melhor compreensão de granulomas 

esquistossomóticos, destacando que os eosinófilos, como células inflamatórias, não 

estão meramente concentrados, mas espacialmente adaptados ao microambiente do 

granuloma.  

(2) Dentro de granulomas, formados tanto na infecção experimental (aguda e crônica) 

como natural, a maioria dos eosinófilos encontram-se espacialmente organizados e 

ocupam um nicho ecológico periférico, conservado ao longo do tempo. 

(3) Nesse nicho, eosinófilos interagem com outras células do sistema imune e secretam 

seu conteúdo principalmente através de PMD, desta forma indicando uma atividade 

reguladora modulando respostas imunes teciduais in situ.  

(4) A presença de eosinófilos imaturos dentro desse nicho ecológico indica que eventos 

de diferenciação/maturação de eosinófilos são importantes para a 

manutenção/ampliação dessas células nessa localização espacial. 

(5) A identificação de um nicho ecológico de eosinófilos na zona periférica de granulomas 

evolutivos e não na zona periovular, revela um cenário incompatível com a visão 

tradicional e primária dos eosinófilos como "destruidores de helmintos". Nossos dados 

apoiam uma função mais relacionada com imunorregulação. 

(6) A descoberta de um nicho ecológico de eosinófilos em granulomas formados na 

esquistossomose mansônica ressalta a complexa biologia da interação eosinófilo-

parasito-microambiente durante infecções helmínticas. 
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10. ANEXOS 

ANEXO 1 – Tabela 1. Dados histopatológicos de camundongos na infecção experimental aguda e crônica por Schistosoma mansoni.  
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ANEXO 2 – Tabela 2. Dados histopatológicos de Nectomys squamipes na infecção natural por Schistosoma mansoni. 
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ANEXO 3 – Tabela 3. Dados quantitativos de granulomas reconstruídos em 3D.  
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ANEXO 4 – Produção científica durante o período 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: A1. 
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ANEXO 5 – Prêmios e honrarias durante o período do doutorado (2020-2024): menção honrosa 

em evento científico com trabalho apresentado a partir de resultados oriundos da tese. 
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