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Efeito da eletroacupuntura na migracao de larvas durante a infeccao por
Strongyloides venezuelensis

Electroacupuncture effect on larval migration during Strongyloides venezuelensis
infection

Efecto de la electroacupuntura en la migracion larval durante la infecciéon por
Strongyloides venezuelensis

Marlon Alonso Martins Mello', Flavia da Silva Resende?, Luana dos Anjos Ramos?

RESUMO

Objetivo: observar a migracao de larvas durante a infeccao aguda por S. venezuelensis
em ratos Wistar tratados com acupuntura. Método: trata-se de estudo experimental in
vivo, realizado ao longo dos anos de 2016 e 2017. Foram utilizados 15 machos, com
idade entre 12 e 14 semanas, separados em trés grupos: apenas infectados, infectados e
tratados com acupuntura no acuponto VC12 e o outro no E36. O tratamento ocorreu trés
dias antes da infeccao, no dia da infeccao, no 3° dia apods a infeccao, quando os animais
foram mortos. A caixa toracica e cavidade abdominal foram abertas para retirada dos
pulmobes e intestino delgado. As larvas presentes foram recuperadas pela técnica
Baermann-Moraes e contadas. Resultados: o tratamento reduziu o nUmero de larvas que
migraram para os pulmoes e para o intestino delgado, nao apresentando diferenca entre
os acupontos. Conclusao: a acupuntura interfere diretamente na migracao de larvas
durante a fase pulmonar da infeccao por Strongyloides venezuelensis em ratos,
favorecendo o hospedeiro.

Descritores: Estrongiloidiase; Strongyloides; Pontos de Acupuntura; Terapia por
Acupuntura.

ABSTRACT

Objective: to observe larval migration during acute S. venezuelensis infection in
acupuncture treated Wistar rats. Method: this is an in vivo experimental study, carried
out over the years 2016 and 2017. Fifteen males were used, aged between 12 and 14
weeks, separated into three groups: only infected, infected and treated with
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acupuncture in the VC12 acupoint and the other in the E36. The treatment took place
three days before the infection, on the day of the infection and on the 3rd day after
the infection, when the animals were killed. The rib cage and abdominal cavity were
opened to remove the lungs and small intestine. The larvae present were recovered by
the Baermann-Moraes technique and counted. Results: the results showed that the
treatment with acupuncture interfered directly in the migration of parasite larvae.
Conclusion acupuncture directly interferes with the migration of larvae during the
pulmonary phase of infection by Strongyloides venezuelensis in rats, favoring the host.

Descriptors: Strongyloidiasis; Strongyloides; Acupuncture Points; Acupuncture Therapy.

RESUMEN

Objectivo: observe la migracion larval durante la infeccion aguda por S. venezuelensis
en ratas Wistar tratadas con acupuntura. Método: Este es un estudio experimental in
vivo, realizado durante los anos 2016 y 2017. Se utilizaron quince hombres, con edades
comprendidas entre 12 y 14 semanas, separados en 3 grupos: solo infectados, infectados
y tratados con acupuntura en el punto de acupuntura VC12 y el otro en E36. El
tratamiento se produjo tres dias antes de la infeccion, el dia de la infeccion, el tercer
dia después de la infeccion, cuando los animales fueron sacrificados. La caja tordcica y
la cavidad abdominal se abrieron para extraer los pulmones y el intestino delgado. Las
larvas presentes fueron recuperadas por la técnica de Baermann-Moraes y contadas.
Resultados: el tratamiento fue capaz de reducir la migracion de las larvas a los
pulmones y al intestino delgado, no presentando diferencia entre los puntos tratados.
Conclusion: el tratamiento con acupuntura interfirié directamente en la migracion de
las larvas Strongyloides venezuelensis.

Descriptores: Estrongiloidiasis; Strongyloides; Puntos de Acupuntura; Terapia por
Acupuntura.

INTRODUCAO

A estrongiloidiase € uma doenca
causada por helmintos do filo
Aschelminthes, da classe Nematodae
género  Strongyloides, género que
abrange cerca de 60 espécies'2, uma das
quais parasita o intestino delgado de
seres  humanos, o  Strongyloides
stercoralis®*. Cerca de 100 milhdes de
pessoas no mundo ja foram afetadas pela
estrongiloidiase, mas acredita-se que
esse numero esteja subestimado, dada a
dificuldade em diagnosticar a infeccao

que em grande parte é assintomatica®,
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uma doenca de distribuicao cosmopolita,
predominante em paises tropicais, € no
Brasil tem uma prevaléncia em torno de
20 %3458,

A infeccao ocorre quando as
larvas filaridides (L3) penetram a pele,
caem na circulacao sistémica e realizam
seu ciclo cardiopulmonar, chegando aos
capilares pulmonares transformam-se em
L4. As larvas continuam sua migracao,
chegando até a faringe, onde podem ser
expelidas por expectoracao ou se
deglutidas chegam ao intestino delgado,
onde se transformam em fémeas

parasitas paternogenética (L5). Apos o
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periodo de 3 a 4 semanas da penetracao,
o hospedeiro comeca a eliminar larvas
em suas fezes’®. No pulmao as
alteracoes podem variar devido a
intensidade da infeccao, porém ela é
visivel em todos os individuos infectados
com sintomas classicos como tosse sem
expectoracao, febre, dispneia e crises
asmaticas'®'2. A passagem das larvas dos
capilares para os alvéolos gera uma
hemorragia e infiltrado inflamatorio,
constituido de linfocitos e eosinofilos,
que em casos mais graves pode provocar
broncopneumonia, edema pulmonar,
insuficiéncia respiratoria e sindrome de
Loefler, causada pelo acumulo de
eosinofilos no pulmao’>'3:13,

Dada a importancia dessa
parasitose, muitos pesquisadores tém
modelos

estudado a mesma em

experimentais. 0] Strongyloides
venezuelensis € um uma das espécies
que parasita roedores e por esse motivo
modelo

€@ muito utilizado como

experimental para estudo da
estrongiloidiase humana'#16:17,
Atualmente, o] tratamento
farmacologico estabelecido para essa
parasitose € através do vermifugo
ivermectina'®1'%. Os efeitos colaterais sao
comuns ao uso de farmacos em geral, o
que impulsiona a busca por alternativas,

mesmo diante de resultados

Journal Health NPEPS. 2020 jan-jun; 5(1):116-131.

Efeito da eletroacupuntura na migracao de larvas...

incontestaveis. Nesse  sentido, a
acupuntura pode ser um método de
tratamento dado os bons resultados,
tanto por evidéncias clinicas quanto por
experimentacao???, além de nao ser
associada a efeitos colaterais até o
momento. Os interessantes resultados ja
publicados referentes a sua atuacao na
relacao parasito-hospedeiro demonstram
ser esse um campo vasto, ainda a ser
explorado?.

A acupuntura é um conjunto de
técnicas da medicina chinesa que visa o
tratamento de enfermidades através da
aplicacao de estimulos pela insercao de
agulhas em pontos distintos sobre a
pele?#26,  Pesquisas cientificas tém
contribuido para melhor compreensao da
acupuntura, mostrando sua atuacao por
mecanismos neuro-endocrinos. Os
estudos tém provado sua eficacia no
tratamento de alergias e outras doencas
do sistema imunoldgico?’-28,

Dois pontos de acupuntura muito
estudados devido aos seus efeitos
opostos no trato gastrintestinal, sao o
E36 - capaz de induzir a contracao
gastrica  por via  parassimpatica
supramedular - e o VC12 que promove
relaxamento  gastrico por reflexo
medular via estimulacdao simpatica.
Entretanto, vale ressaltar que esses

resultados sao em modelos nao
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parasitados. Estudo em ratos infectados
por Leishmania observaram efeitos bem
diferentes e nao favoraveis ao
hospedeiro - nao obstante a diminuicao
da lesao cutanea causada pela infeccao -
nao houve uma diminuicao na carga
parasitaria?®31,

Estudos prévios realizados em
nosso laboratdrio mostraram que o VC12,
por exemplo, pode favorecer o parasito
durante a infeccao por S. venezuelensis,
0 que despertou o interesse em
aprofundar os estudos sobre os efeitos
da acupuntura em ratos infectados por S.
venezuelensis?, um modelo
experimental ainda nao explorado.
Portanto, esta pesquisa tem por objetivo
observar a migracao de larvas durante a
infeccao aguda por S. venezuelensis, em

ratos Wistar tratados com acupuntura.

METODO

Trata-se de estudo experimental
in vivo, realizado ao longo dos anos de
2016 e 2017. A cepa de S. venezuelensis
utilizada para infeccao € mantida em
gerbilos (Meriones unguiculatus),
gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Allan
Lane de Melo da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG) do Departamento
de Parasitologia. Os gerbilos sao

mantidos em sala de manutencao de
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animais no LACIIM, em condicées
adequadas de luz, temperatura, agua e
racao até que naturalmente passem por
processo de desinfeccao (por volta de 2-
3 anos) e morram de causas naturais.
Foram utilizados 15 (5 animais
por grupo) ratos machos Wistar pesando
250-350g, mantidos no Laboratério de
Acupuntura Cientifica e Investigacoes
(LACIHIM) em

condicoes de umidade, temperatura,

Infecto-Morfologicas

ciclo de claro-escuro adequados, com
livre acesso a agua e racao. Todos os
procedimentos foram realizados de
acordo com o Guia de Cuidado e Uso de
Animais de Laboratério  (Colégio
Brasileiro de Experimentacao Animal) e
aprovado pelo Comité Institucional de
Cuidado e Uso de Animais (n’
23108.122054 /2015-17 - Universidade
Federal de Mato Grosso).

Os animais foram infectados
com aproximadamente 2.000 larvas de S.
venezuelensis e divididos em trés
grupos: a) Controle - animais infectados,
mas nao tratados, b) E36- animais
infectados e submetidos a
eletroacupuntura (EA) no acuponto E36 e
¢) VC12-animais infectados e submetidos
a EA no acuponto VC12.

O peso dos animais, peso das
fezes e consumo de agua e racao foram

acompanhados trés dias antes da
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infeccao (-3 dpi), no dia da infeccao (0
dpi) e no 3° dias apds a infeccao (3°
dpi). A contagem de vermes e a
contagem de ovos por grama de fezes
(OPG) foram procedidos no 3° dpi,
depois da morte dos ratos.

Larvas infectantes do terceiro
estagio de S. venezuelensis (L3) foram
obtidas a partir de culturas em
vermiculita de fezes dos gerbilos. As
culturas foram incubadas a 28°C por 72
horas e as larvas infectantes foram
recuperadas pelo método de Baermann-
Moraes modificado?¢. Trés aliquotas (25
pl cada) foram coletadas e a contagem
de lavar foi realizada em cada uma,
sendo extraida a média. A concentracao
foi ajustada para 2.000 L3 para
inoculacao por injecao subcutanea na
regiao dorsal. O sucesso da infeccao dos
ratos foi confirmado pela contagem de
ovos por grama de fezes (OPG) e
recuperacao de larvas.

Os ratos foram submetidos ao
tratamento de acupuntura nos dias -3
dpi, 0 dpi e no 3° dpi. Primeiramente
localizou-se os pontos E36 (abaixo do
joelho, lateralmente a tuberosidade da
tibia) e VC12 (ponto médio entre a
sinfise xifoesternal e a cicatriz umbilical)
utilizando uma caneta localizadora de
pontos  (Acupuntoscopio  Eletronico

Multiplo); apdés a localizacao, os ratos
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foram pesados para que fosse calculada
a dose de Xilazina (Anasedan® foi de
0,5ml/1000g) e Ketamina (Ketamin®
0,75ml/1000g) necessaria para manté-los
anestesiados durante o tratamento, de
acordo com o peso do animais. Com o0s
ratos anestesiados iniciou-se o
tratamento com a estimulacao dos
pontos bilateralmente, feita por um
eletroestimulador FesVif 995 QUARK®,
usando a frequéncia de 100 hz e
amplitude 4 mA, por 20 minutos.

No 3° dpi os ratos foram
colocados individualmente em caixas
anticoprofagicas cobertas com papel
absorvente limpo e Umido e
permaneceram por 12h para que as fezes
fossem coletadas. A técnica de
contagem de ovos de Cornell-McMaster
foi empregada para obter o OPG?.

No mesmo dia os animais foram
mortos por aprofundamento anestésico
(2x a quantidade usada durante o
tratamento) e seguiu-se o procedimento
de laparotomia e toracotomia para
retirada do pulmao, timo e intestino
delgado. Os o6rgaos foram pesados da
mesma forma que os animais - para
obtencao do peso relativo dos orgaos
(peso do o6rgao dividido pelo peso
corporal do animal no dia da morte).
Logo apos, foi realizada a recuperacao

das larvas/vermes.
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O pulmao e o intestino delgado
foram removidos e transferidos para as
placas de petri contendo solucao salina.
O pulmao foi cortado em pedacos de
2mm e o intestino delgado seccionado
longitudinalmente. Ambos foram
incubado por trés horas a 37°C. As larvas
L4 e L5/vermes recuperados, bem como
o OPG, foram contados em Microscopio
Biologico Binocular LED 1600X LM2100B
LUMEN®.

Foi extraido 1ml de sangue dos
ratos no momento da morte e realizado
esfregaco para contagem diferencial de
eosinofilos. A coloracao utilizada para as
células leucocitarias foi a de GIEMSA,
que consiste em trés coloracoes que
visam corar os componentes nucleares e
citoplasmaticos dos leucocitos, com
predominancia dos tons vermelhos
(quando acido) e azulados diversos
(quando basicos). Apds o processo de
coloracdo, as laminas foram levadas ao
Microscopio Bioldgico Binocular LED
1600X LM2100B LUMEN® nos aumentos
de 40 vezes e 100 vezes culminando na

contagem diferencial dos eosindfilos.
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Os resultados foram expressos
como média + erro padrao. Para
comparacao dos valores médios dos
parametros, foi empregado o teste t
para analise do peso das fezes e analise
de variancia (ANOVA) twoway com pos-
teste de comparacao Bonferroni; e
ANOVA oneway com pos-teste de Tukey,
utilizando programa Prisma®. Foi
considerado como nivel de significancia

estatistica o limite de 5% (p<0,05).

RESULTADOS

Os resultados demonstram que a
acupuntura interferiu diretamente na
migracao de larvas durante o processo
de infeccao por S. venezuelensis em
ratos Wistar sem, no entanto, alterar
parametros fisiologicos (Figura 1), o que
demonstra haver um efeito direto da
acupuntura sobre a resposta do
hospedeiro a infeccao, de forma a nao
colaterais

resultar em efeitos

indesejados.
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Figura 1 - Pardmetros fisiologicos: Peso Corporal (A); Peso médio das fezes (B) Consumo de agua
(C) e racao (D) nos grupos controle (barra preta) e tratados com acupuntura nos pontos E36
(barra cinza escuro) e VC12 (barra cinza claro). Valores expressos como média * erro padrao.

Mesmo com as alteracdes do
transito gastrintestinal promovidas pelo
parasito, nao houve alteracao no peso
das fezes (1B), como observado tanto
nos animais apenas infectados quanto
0

tratamento também nao interferiu no

em animais infectados e tratados.

consumo de agua (1C) e racao (1D),
(1A)

animais inalterado, corroborando com a

mantendo o peso corporal dos

ideia de que a acupuntura atuou

diretamente sobre a infeccao sem
prejuizo ao hospedeiro.
Nossos estudos anteriores?3,

demonstraram que a acupuntura nesses

Journal Health NPEPS. 2020 jan-jun; 5(1):116-131.

mesmos pontos (E36 e VC12) em ratos
infectados por S. venezuelensis aumenta
o numero de vermes recuperados do ID e
consequentemente a fecundidade no 21°
dpi, ainda que diminua o pico de
oviposicdo no 9° dpi. Agora em um
estudo agudo (apenas até o 3°dpi) onde
de
realizado também antes da infeccao, o
OPG

possivelmente porque as larvas ainda

o tratamento acupuntura foi

se apresentou negativo,
nao haviam iniciado a oviposicao. Por

outro lado, a migracao de larvas (Figura

2) sofreu uma diminuicao quando
comparado ao grupo nao tratado.
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Figura 2 - Recuperacdo de larvas L4 do pulmao (A) e larvas L5 do
intestino delgado (B) dos animais dos grupos controle (barra preta), E36
(barra cinza escura) e VC12 (barra cinza claro). Valores expressos como
média + erro padrao. *vs grupo controle.
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Figura 3 - Contagem de eosinoéfilos dos animais dos grupos controle (barra
preta), E36 (barra cinza escura) e VC12 (barra cinza claro). Valores
expressos como média + erro padréo. * vs grupo controle.

Esse trabalho também realizou a
contagem de eosindfilos no sangue como
demonstrado na Figura 3, que aumentou
apos o tratamento no ponto de
acupuntura VC12, apenas. Ao mesmo
tempo, o amadurecimento dessas células
ocorre no timo o que faz com que esse
orgao seja de interesse investigativo na

fase pulmonar.
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Na Figura 4, € possivel observar
que apesar de nao haver mudanca no
peso relativo do pulmao (4A) e nem do
intestino delgado (4C), o timo (4B) teve
seu peso alterado pelo tratamento de
acupuntura nos pontos E36 e VC12, nessa

fase inicial.
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Figura 4 - Peso relativo do pulmao (A), timo (B) e Intestino delgado (C) dos animais dos grupos
controle (barra preta), E36 (barra cinza escura) e VC12 (barra cinza claro). Valores expressos como

média + erro padrao. *vs grupo controle.

DISCUSSAO

De acordo com Egito’? o
medicamento ideal seria aquele que age
diretamente no foco da doenca sem
prejudicar outros tecidos. A acupuntura
€ composta por técnicas da medicina

chinesa que visam justamente o

Journal Health NPEPS. 2020 jan-jun; 5(1):116-131.

tratamento da doenca sem gerar efeitos
colaterais.

O tratamento de acupuntura nao
interferiu nos parametros fisiologicos
quando comparado a infeccao nao
tratada. E sabido que a infeccdo por S.
stercoralis em humanos alterna periodos

de constipacao e diarreia, em uma
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tentativa do hospedeiro de expulsar o
parasito’?. Trabalhos anteriores deste
grupo inclusive, demonstraram haver
alteracdo do transito gastrintestinal
durante a infeccao por S. venezuelensis,
que permaneceu apos a resolucao da
mesma34,

O tratamento de acupuntura nos
pontos E36 e VC12

consideravelmente o nUumero de larvas

diminuiu

recuperadas do pulmao de ratos
infectados por S. venezuelensis, o que
nao foi observado em outros modelos de
infeccao parasitaria’®, Os efeitos obtidos
com o tratamento de acupuntura podem
ser comparados aos observados em
estudos com dexametasona, para o
mesmo modelo, essa medicacao €
comumente utilizada como
antiinflamatorio e também foi capaz de
diminuir o nUumero de larvas L4
recuperadas dos pulmdes de ratos
infectados por S. venezuelensis3>:3¢,
Desta maneira, a acupuntura demonstra
ser um possivel método auxiliar no
tratamento da infeccao por S.
venezuelensis, uma vez que seus
resultados parecem corroborar com os
observados pelo tratamento com
dexametasona, sendo de interesse um
estudo comparativo entre os mesmo em

experimentos futuros.
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Algumas das alteracoes

pulmonares causadas pelo S.
venezuelensis, como sindrome de
Loeffler, se assemelham as observadas
durante a asma'’¥’ para a qual a
organizacao mundial da saude (OMS) ja
considera a acupuntura um tratamento
recomendado*®, devido a sua grande
eficacia para esses casos, observada na
pratica clinica. Independentemente dos
primeiros resultados controversos para o
tratamento de acupuntura durante a
infeccao por S. venezuelensis ao longo
dos 21 dpi¥, vemos que o tratamento
prévio e agudo pode gerar melhores
resultados no que se refere a resposta do
hospedeiro a infeccao  por S.
venezuelensis.

A diminuicdo na quantidade de
larvas encontradas no intestino delgado
possivelmente esteja associada a menor
quantidade de larvas quantificadas no
pulmao, uma vez que chegando menos
larvas ao pulmao, também uma menor
quantidade ira atingir o intestino. Isso
faz com que os olhares se voltem para a
passagem das larvas L3 pelo sistema
cardiovascular, antes de sua chegada ao
pulmao. Pode-se inferir que mecanismos
para bloquear o acesso das larvas ao
organismo hospedeiro, no momento da
infeccao estejam sendo acionados. Esses

mecanismos devem ser investigados
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futuramente, bem como o combate a
fase pulmonar da infeccao, uma vez que
a atuacao da acupuntura sobre o sistema
cardiovascular e a resposta imunologica
ja foi extensamente descrita e estudada
em modelos nao parasitados?*283840, Em
recente publicacao observou-se, por
exemplo, que a pressao arterial se
apresenta  aumentada em ratos
infectados por S. venezuelensis, apos sua
passagem pelo sistema cardiovascular#'.
Neste trabalho, além da
acupuntura aumentar o nUmero de
eosinofilos, também aumentou o peso do
timo em ratos infectados por S.
venezuelensis. Para a fase pulmonar da
infeccao o recrutamento de eosindfilos é
importante e interfere também na
resposta imunologica na fase intestinal.
Os helmintos nao podem ser fagocitados
- devido ao seu comprimento, portanto,
sao necessarias células granulociticas
como os eosinofilos, que conseguem se
ligar ao parasito e elimina-lo*#. A
secrecao de interleucinas - como a IL-5 -
durante a infeccao por S. venezuelensis
resulta no recrutamento de eosinofilos
que por sua vez liberam substancias pro-
inflamatoérias auxiliando nas defesas
imunologicas do  hospedeiro43:47,
Concomitantemente, o Timo ¢€é um
importante 6rgao do sistema imunologico

desempenhando a funcao de auxiliar na
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maturacao dos linfécitos produzidos na
medula o6ssea e tém um importante
papel na imunidade adaptativa contra o
invasor do sistema imunologico®.
Juntando esses resultados € possivel
inferir que a acupuntura possivelmente
obteve resultado via recrutamento de
eosinofilos e favorecimento de seu
amadurecimento no timo. Entretanto, a
relacdo entre esses dois parametros
ainda nao é clara. Além disso, vale
ressaltar que o aumento de eosinofilos
no sangue nao necessariamente se
traduz em um aumento de eosinofilos
nos tecidos.

Pela primeira vez um trabalho
investigou os efeitos do tratamento
precoce de acupuntura em um modelo
de estudo para infeccao por S.
venezuelensis em ratos Wistar,
demonstrando haver efeitos positivos
sobre a relacao parasito-hospedeiro, ja a

curto prazo.

CONCLUSAO

O tratamento de acupuntura foi
capaz de diminuir a migracao de larvas
para os pulmoées e para o intestino
delgado, durante a infeccao por S.
venezuelensis, em ratos Wistar, nao
havendo diferenca entre o tratamento

no ponto E36 e VC12. Além disso, a
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resposta imunoldgica deflagrada pelo
tratamento favorece o hospedeiro,
auxiliando na eliminacao do parasito.
Embora, ainda sao necessarios mais
estudos para compreender a relacao
parasito-hospedeiro na infeccao por S.
venezuelensis tratada com acupuntura.
Os achados apontam que a
acupuntura pode ser um tratamento
eficaz, sem os efeitos colaterais de
tratamentos convencionais para a
Estrongiloidiase. No entanto, os
resultados deste estudo, aplicam-se ao
modelo experimental com S.
venezuelensis em ratos, sendo
importante a realizacao de estudos em
humanos para sua efetiva utilizacao
clinica. Por outro lado, houveram
limitacoes de recursos que
impossibilitaram investigar de forma
mais ampla a resposta imunoldgica para

esse modelo.
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