1- INTRODUCAO

1.1. Helmintos Intestinais

As helmintoses intestinais resultam em mortalidade relativamente baixa e
expressiva morbidade para o homem, apresentando ampla distribui¢cao
geografica com altos indices de prevaléncia. Uma das principais fontes de
infeccdo sao alimentos contaminados, fazendo com que a boca seja uma das
principais portas de entrada, e as fezes a principal via de eliminagao. Desta
forma, é natural que a grande maioria dos helmintos parasitos tenha como

habitat natural o intestino humano (MELLO et al., 1988).

1.2. Nematéides Parasitos Intestinais

Nematoides parasitos intestinais causam algumas das infeccbes mais
comuns no mundo, afetando muitos paises em desenvolvimento (ALl et al.,
2014). Essas infec¢des resultam em alta morbidade devido a combinacdo de
seus efeitos na nutricdo e resposta imunoldgica do hospedeiro (LAWRENCE,
2003). Entre os parasitos intestinais, os helmintos se destacam como sendo os

mais comuns, principalmente no Brasil.

1.3. Strongyloides spp



Entre os helmintos parasitos intestinais encontra-se o género
Strongyloides, com cerca de 38 espécies que parasitam vertebrados (REY,
2011).

Strongyloides venezuelensis € um parasito de roedores, usualmente
encontrado em ratos, e muito utilizado como modelo de estudo para infecgdes
com nematdéides (MARUYAMA et al, 2006). Sua capacidade de causar
infeccdo € influenciada por variagdbes na temperatura, tempo de cultura

(MACHADO et al., 2011), entre outros fatores.

1.3.1. Epidemiologia

Strongyloides stercoralis € o nematdide intestinal causador da
estrongiloidiase, uma helmintiase usualmente responsavel por infecgdes
assintomaticas cronicas no trato gastrintestinal de hospedeiros humanos
imunocompetentes, e permanecendo nao detectado por anos. Em individuos
imunocomprometidos, essa infeccdo pode acarretar em um quadro
denominado Sindrome da hiperinfeccdo ou uma doenga disseminada pelo
organismo (PAULA & COSTA-CRUZ, 2011).

Esse parasito infecta humanos através de penetracao pela pele e tem um
ciclo de vida complexo envolvendo 2 estagios de desenvolvimento: fase de
vida-livre, em ambientes com boas condicboes de temperatura e umidade
(tornando varias regides do Brasil favoraveis ao desenvolvimento e
manutengao do parasito); e a fase como parasito no hospedeiro, onde a fémea

partenogénica S. stercoralis libera poucos ovos por dia, de forma intermitente,



depositados no epitélio intestinal. O diagndstico é feito pela presenca de larva
rabiditoide, liberada nas fezes do paciente (PAULA & COSTA-CRUZ, 2011).
Devido a intermiténcia da oviposicdo sdo necessarios sete amostras de fezes
para aumentar as chances de deteccdo e positivacdo do exame, sendo o
método de Baermann modificado por Moraes (1948) uma das técnicas mais
utilizadas para o diagndstico da estrongiloidiase. Ja para o tratamento dessa
infeccdo, ZAHA et al. (2000) obtiveram altos indices de cura efetiva com o uso
de ivermectina.

Devido a um processo de auto-infeccéo, pode ocorre um rapido aumento
no numero de larvas infectantes, fazendo com que a estrongiloidiase persista
por décadas (PAULA & COSTA-CRUZ, 2011). Os sintomas gastrintestinais
mais comuns gerados pela estrongiloidiase sao dores abdominais,
borborigmos, inchago abdominal e desarranjos intestinais de gravidade variada
(ZAHA et al., 1992).

Apesar dos avangos tecnolégicos e de conhecimento cientifico para
tratamento e prevencdo, a estrongiloidiase continua sendo uma doencga
parasitaria de grande impacto na saude publica do Brasil. Sua ocorréncia &
maior no Nordeste brasileiro e em individuos acima de 60 anos (PAULA &
COSTA-CRUZ, 2011). Considerando que o Brasil € um pais tropical e o carater
de cronicidade e auto-infecgdo desse parasito - que pode resultar em graves
formas de hiperinfeccdo e disseminacdo - a estrongiloidiase torna-se um
problema de importancia médica e social que infelizmente é negligenciado
pelas autoridades de saude (PAULA & COSTA-CRUZ, 2011). ONAH & NAWA
(2000), afirmavam que a estrongiloidiase atingia de 30 a 100 milhdes de

pessoas em cerca de 70 paises. Entretanto, publicagbes posteriores ja relatam



entre 100-200 milhées de individuos infectados por Strongyloides (VINEY &
LOK, 2007), e esse numero tente a ser ainda subestimado uma vez que as

infeccdes sao dificeis de serem detectadas (VINEY & LOK, 2007).

1.3.2. Ciclo Biolégico

O ciclo de vida do S. venezuelensis (Fig. 1) é estudado a partir de
infeccbes experimentais, sendo que sua rota de migracgéo foi caracterizada por
TAKAMURE (1995). Usualmente o hospedeiro se infecta quando larvas
filariddes infectantes penetram na pele e/ ou digerem a superficie de mucosas.
Essas larvas infectantes (L3) tém acesso aos vasos sanguineos e migram da
pele para o pulmao, antes de se instalar na mucosa duodenal ja na forma
adulta, em processo similar ao observado em humanos na infec¢cao por S.
stercoralis (GONCALVES et al., 2012; TAKAMURE, 1995; NEGRAO-CORREA
et al., 2003). Durante a migracéao, larvas L3 passam para o estagio L4 dentro
de poucos dias quando o parasito adulto aparece no intestino, sendo detectado
pela presenca de ovos e/ou larvas nas fezes (McHUGH et al., 1994; TSUJI et

al., 1997).



Figura 1: Aspectos morfolégicos. A) Strongyloide fémea adulta (escala-30um); B)
Ovo contendo larva em estagio L1 (escala-10um); C) Macho e D) Fémea de vida
livre (www. wormbook.org acessado em 20/01/2015) (escala-50um); E) Larva em

estagio L3 infectante (Fisiotox) (aumento 10x).

Além do ciclo direto, onde larvas rabditdides (L1) se desenvolvem em
larvas filaridides (L3) infectantes, também pode ocorrer o ciclo indireto onde
larvas L1 se transformam em larvas rabditéides L2 no meio ambiente. As larvas
L2 por sua vez passam a larvas L3 e L4 de vida-livre, sendo que essas se

desenvolvem em fémea e machos adultos, também de vida-livre. Esses se



reproduzem sexuadamente no meio ambiente e todos os descendentes se

tornam larvas L3 infectantes (GROVER, 1996).

1.4. Transito Gastrintestinal

O ftransito gastrintestinal envolve um processo complexo, regulado
precisamente para que a assimilagdo dos nutrientes ingeridos seja realizada e
a eliminacdo dos residuos oportuna. As técnicas comumente utilizadas na
pratica clinica sdo empregadas principalmente para determinar o esvaziamento
gastrico e o tempo de transito gastrintestinal, como a cintilografia e as
radiografias seriadas com marcadores radiopacos. Estas técnicas sdo semi-
quantitativas, apresentam baixa resolugdo espacial e demandam elevadas
doses de radiagdo ionizante (CAMILLERI & FORD, 1998). Os métodos
manomeétricos tradicionais, empregando dispositivos como balbes e catéteres
de perfusdo de agua sao muito invasivos, podendo interferir e influenciar os
eventos mecanicos (AZPIROZ & MALAGELADA, 1985; HUIZINGA & DANIEL,
1986). Outro aspecto que dificulta a avaliagdo dos padrdes motores,
empregando-se técnicas convencionais, € 0 acesso aos segmentos proximais
do cdélon em razdo de sua forma e posicdo anatdbmicas, complicando a
utilizacdo de métodos que empregam radiagdo ionizante e tornando
extremamente desconfortaveis os que demandam a utilizagao de sondas.

Por outro lado, estudos experimentais tem utilizado muito modelos in vitro
para analise de segmentos do trato gastrintestinal (PEREIRA, 2008). As
respostas intestinais as infecgdes parasitarias foram basicamente descritas in

vitro (VALLANCE et al., 1999; KHAN & COLLINS, 2005; PEREIRA, 2008). A



eliminagdo das variaveis in vitro pode ser interessante para analisar uma
resposta isolada, mas esse mesmo isolamento torna os resultados nao
comparaveis aos obtidos in vivo. Deve-se considerar especialmente a grande
influéncia do sistema nervoso entérico e autbnomo, além dos fatores
integrativos entre os diferentes segmentos do TGI, como os horménios e os

reflexos neurais (JOHNSON, 2014).

1.4.1. Avaliacao do Transito

1.4.1.1. Biosusceptometria de Corrente Alternada

A avaliagao do transito gastrintestinal em animais experimentais ocorre
pela quantificagdo do deslocamento de marcadores como carvao vegetal,
corantes, radiomarcadores e substéncias ndo-absorviveis (BAGGIO et al.,
2003; ENCK & WIENBECK, 1989). Carvao vegetal (CHEN et al., 1995) e
corantes, como vermelho fenol (GEORGE, 1968), sdo incorporados a refeicéo
teste e podem ser utilizados para quantificagdo de esvaziamento gastrico e
transito gastrintestinal. Apds ingestdo, em intervalos pré-determinados de
tempo, cada grupo de ratos/camundongos é morto e realizada laparotomia.
Avalia-se, desse modo, a quantidade de marcador presente no estbmago e
intestino através da distancia percorrida por estes alimentos no interior de cada
segmento do trato. A curva de variagdo de volume do material no estbmago
corresponde ao esvaziamento gastrico, e o deslocamento do marcador pelo
intestino delgado determina o transito (QUINI et al., 2012). Entre as

desvantagens destes métodos estdo a necessidade de um grande numero de



animais para compor 0s grupos experimentais e a morte de todos para
observar tais parametros.

A Biosusceptometria de Corrente Alternada (BAC) foi desenvolvida por
pesquisadores das Universidades Estaduais de Sdo Paulo e sua concepcgao
veio ao encontro das necessidades de utilizar métodos biomagnéticos em uma
area de pesquisa que, no Brasil, ainda era pouco explorada. Os investimentos
proporcionados pelas principais agéncias de fomento a pesquisa culminaram
no aperfeicoamento dessa instrumentacdo, possibilitando sua aplicacdo no
desenvolvimento de diversos estudos enfocando a fisiologia basica do trato
gastrintestinal (TGI) e, paralelamente, em pesquisas envolvendo tecnologia e
processos farmacéuticos (AMERICO et al., 2009; QUINI et al., 2012; AMERICO
et al., 2010; CORA et al., 2005; MIRANDA et al., 2010).

A Biosusceptometria de corrente alternada (BAC) é uma técnica
biomagnética que permite avaliar a atividade mecénica da contrag&o gastrica, o
esvaziamento gastrico e o transito gastrintestinal (AMERICO et al., 2010;
QUINI et al., 2012). A BAC registra campos magnéticos gerados pela ingestao
de materiais magnéticos para estudar a fisiologia dos 6rgédos (CORA et al.,
2005). Além disso, vem sendo utilizada devido a diversas vantagens, como ser
potencialmente nao-invasiva, ndo utilizar radiacdo ionizante, apresentar baixo

custo e boa raz&o sinal/ruido (AMERICO et al., 2010).

1.5. Acupuntura Sistémica



A acupuntura sistémica (AS) é um tratamento da medicina tradicional
chinesa, realizado através da inser¢gdo de agulhas em pontos especificos da
pele, com estimulagdo manual ou por eletroacupuntura (EA). A EA estimula
acupontos com corrente elétrica, e parece ter resultados reproduziveis mais
consistentes, tanto na clinica como nas pesquisas (YIN & CHEN, 2010); e vem
sendo aplicada na pratica clinica, tornando-se reconhecida mundialmente. Os
mecanismos responsaveis por sua eficacia vém sendo testados por pesquisas
em diversas instituigdes internacionais (TSENG et al., 2005), e aparentemente
a estimulacdo de baixa frequéncia da eletroacupuntura influencia
funcionalmente nervos, musculos e mecanismos neuroquimicos (KIM et al.,
2008).

A acupuntura, e em especial a EA, ja teve seu papel confirmado no alivio
da dor, principalmente durante o pds-operatorio, e em nauseas e vOmitos

induzidos por quimioterapia (HOLMER et al., 2012; GAVRONSKY et al., 2012).

1.5.1. Acupuntura Sistémica e Motilidade Gastrintestinal

Atualmente, numerosos estudos vem sendo realizados para examinar os
efeitos da eletroacupuntura em disturbios funcionais gastrintestinais, onde os
sintomas sado intensos, mas n&o se consegue determinar uma causa organica
para a desordem (OUYANG & CHEN, 2004). Assim, tanto estudos clinicos
quanto em animais tém explorado os efeitos da EA sistémica sobre a secrecao
gastrica, motilidade e atividade mioelétrica (BERSCHNEIDER, 2002; YIN et al.,
2010). Nesse sentido, a acupuntura pode ser opcgao terapéutica para pacientes

com gastroparesia intratavel (CHEONG et al., 2014).



Na AS, a eletroestimulacdo no acuponto Zusanli ou E36 em modelo
animal, tem sido associada a aceleragdo no esvaziamento gastrico,
restauracédo da acomodacgao gastrica em caes vagotomizados e relaxamento
do fundo gastrico em ratos (OUYANG et al., 2004; TADA et al., 2003). O ponto
E36 é considerado na medicina chinesa um ponto mestre em acupuntura, isso
porque tem efeitos potentes na analgesia, em condigdes inflamatorias,
fraqueza geral e no tratamento de problemas gastrintestinais
(BERSCHNEIDER, 2002). Além disso, E36 é um dos pontos especificos para a
modulagdo da atividade imunoldgica, sendo que esta via de modulagao
compartilharia a mesma via analgésica (JOHNSTON et al., 2011; YIM et al.,
2007; TAKAHASHI, 2009).

Ha evidéncias de que a estimulagdo do ponto E36 € capaz de modular a
funcdo e o numero das células NK (JOHNSTON et al.,, 2011; PETTI et al.,
1998), iniciando uma cascata de reagbes que estimula a produgdo e
disseminagcao no sangue de beta-endorfinas. Isto ocorre devido a estimulacéo
do eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal para a liberacdo de neurotransmissores
opidides endogenos, que caminham via corrente sanguinea, aos locais do
corpo onde estdo presentes as células imunes (CHO et al., 2006; JOHNSTON
et al., 2011). Em termos celulares, a punturagédo em E36 induz a produgao de
enzima oxido nitrico sintase (NO sintase) podendo estimular as células natural
killers (NK) induzindo o aumento da proliferagdo e da atividade contra as
células cancerigenas (JOHNSTON et al., 2011). Por outro lado, outros autores
tém descrito atividade imunossupressora do tratamento com acupuntura
através da supressdo da atividade linfocitica (TAKAHASHI et al., 2009). A

acupuntura no ponto E36 também pode estimular e sincronizar sinais no
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circuito cérebro-cerebelo, que é especialmente evidente também no sistema
limbico, atuando assim de forma central na regulagdo das fungdes
imunoldgicas (HUI et al., 2000).

A primeira publicagdo associando acupuntura e secregado gastrica foi
realizada em pacientes com ulcera duodenal e dispepsia, e demonstrou que a
acupuntura é eficaz em reduzir a secregcao de acido cloridrico (SODIPO &
FALAIYE, 1979). Recentemente, estudos explorando a eficacia da AS para o
tratamento de disturbios da motilidade gastrintestinal foram realizados e
observou-se que a EA no acuponto PC6 provoca diminuicdo do numero de
relaxamentos do esfincter esofagico inferior em resposta a distensdo gastrica
em gatos (WANG et al., 2007). Entretanto, em grande parte dos estudos, o E36
tem demonstrado maior eficacia quando se trata de aumentar a motilidade
gastrintestinal. A EA no acuponto E36 causou aumento da presséo no esfincter
esofagico inferior e no pico da amplitude da peristalse esofagica em gatos
(SHUAI et al., 2008). CHEN et al. (2008), observaram uma melhora nas
relacbes entre distensdo retal e motilidade antral, possivelmente por um
aumento da atividade vagal e também parcialmente mediada por opidides,
utilizando o mesmo ponto E36. O mesmo mecanismo de acdo vem sendo
defendido por outros autores como NOGUCHI (2008; 2010). YIN et al. (2010)
também utilizando EA no acuponto E36 observaram melhora da disritmia
gastrica, no retardo do esvaziamento gastrico, transito intestinal e na
acomodacéao gastrica comprometida em ratos diabéticos, cujos efeitos também
possivelmente sdo mediados via estimulagdo vagal.

A partir desses e de outros estudos € possivel especular sobre a forma

como a acupuntura parece atuar na motilidade gastrintestinal. IWA et al. 2007
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estabeleceram que EA nos membros inferiores (E36) induz a contragcéo
gastrica enquanto no abdome (VC12) induz ao relaxamento gastrico. O efeito
excitatério sobre a motilidade gastrica causado pela EA no E36 foi relatado
como mediado por regides supramedulares pela via parassimpatica (SATO et
al., 1993; TATEWAKI et al., 2003), enquanto o efeito inibitorio foi atribuido ao
simpatico via reflexo medular (TADA et al., 2003). LIN et al. (2007) demonstram
haver uma modulagdo por estimulagcdo simpatica e vagal, inibindo e
estimulando respectivamente a motilidade gastrica via fibras aferentes do tipo

C e A alfa.
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2- JUSTIFICATIVA

O estudo da relagdo parasito-hospedeiro na infeccao por S.
venezuelensis tem demonstrado que esse parasito, apesar de nado conseguir
estabelecer um parasitismo permanente, consegue ovipor e se manter por
determinado periodo no hospedeiro. A resposta imune nessa situacdo é
determinante, uma vez que a imunossupressao € uma das condi¢gdes para que
o S. stercoralis estabelega uma hiper-infecgdo associada a uma doencga
disseminada. Pouco se sabe sobre o papel da motilidade gastrintestinal na
expulsdo do parasito, que parece ocorrer em individuos imunocompetentes
submetidos a infecgcdo com nematoides (KHAN & COLLINS, 2005). Os poucos
estudos realizados nesse sentido sdo em sua maioria in vitro e com outros
parasitas (VALLANCE et al., 1999; KHAN & COLLINS, 2005), entretanto uma
possivel atuagao da motilidade gastrintestinal na expulsao de S. venezuelensis
ainda nao foi adequadamente descrita in vivo. Dessa forma, a atenuacao da
influéncia do sistema nervoso entérico, bem como de outras variaveis
biolégicas que podem estar atuando sobre a motilidade gastrintestinal, fazem
com que esses resultados ndo espelhem toda a complexidade do fenémeno
que ocorre in vivo. Por sua vez os estudos in vivo implicam na morte de muitos
animais e/ou na utilizagdo de radiacao ionizante o que é, por si, incompativel
com a repeticdo de experimentos em um mesmo animal para acompanhar o
processo infeccioso. A BAC é uma técnica atual, compativel com a sobrevida

do animal e que foi validada por diversos experimentos, inclusive em humanos
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(QUINI et al., 2012; MARQUES et al., 2014). Assim, com a técnica adequada,
torna-se possivel caracterizar a motilidade gastrintestinal durante o periodo de
infeccdo, expandindo ainda mais o entendimento sobre a relagdo parasito
hospedeiro em animais infectados por S. venezuelensis.

Soma-se a isso o0 estudo dessa relagdo perante diferentes cargas
parasitarias. Durante a infeccdo, a resposta do hospedeiro desenvolve
mecanismos efetores para combater o parasito. Entretanto, essa resposta pode
se tornar descontrolada ou regulada por mecanismos que modulam a reacéo
inflamatoria. BORGES e colaboradores (2012) mostraram que a carga de
parasitas inoculada influencia o desenvolvimento da doenga; quanto mais alto
0 numero de parasitos inoculados, menor € a taxa de sobrevivéncia para a
infeccdo experimental com Trypanosoma cruzi. Surpreendentemente, nao
foram encontrados até o momento estudos relacionados a carga parasitaria
para Strongyloides venezuelensis.

Sabemos como o0 organismo se comporta imunologicamente perante a
infeccdo por S. venezuelensis com cargas intermediarias (entre 1000 e 3000
larvas); entretanto, avaliar a infecgdo com carga muito baixa ou muito alta,
pode gerar respostas que elucidem o perfil parasitolégico gerado pelo parasita,
e sua influéncia na resposta do hospedeiro em termos de expulsdo do parasita
por alteragdes no transito gastrintestinal.

Por outro lado, alguns trabalhos publicados tém demonstrado a regulacao
da resposta imune e da motilidade gastrintestinal pela acupuntura
(YAMAGUCHI et al., 2007; IWA et al. 2007), todavia, inexistem até o momento
trabalhos relacionando a acupuntura ao tratamento de estrongiloidiase. Assim,

a acupuntura poderia desempenhar um papel importante no tratamento de
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helmintoses intestinais por ser ndo invasivo, sem efeitos colaterais e atuar tanto
na motilidade gastrintestinal, quanto na resposta imune. Logo, um modelo
empregando S. venezuelensis em ratos poderia ser relevante para melhor
compreensdo dos seus mecanismos fisiopatoldégicos na motilidade

gastrintestinal e para observar as agdes da acupuntura nessa situagao.
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3- OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Analisar as inter-relagbes entre motilidade gastrintestinal e parametros
parasitolégicos em modelo animal de infeccdo com diferentes cargas
parasitarias de S. venezuelensis, e ainda considerar os efeitos de tratamento

com acupuntura.

3.2. Objetivos especificos

Parte |) Avaliagao do transito gastrintestinal apds infec¢do com diferentes
cargas de larvas L3 de S. venezuelensis (400, 2000, 10000 larvas) em ratos,
por meio da quantificacao de:

- ovos por grama de fezes (OPG);

- numero de vermes no intestino delgado;

- fecundidade;

- esvaziamento gastrico;

- transito gastrintestinal;

- peso das fezes;

- correlacéao linear entre os grupos e parametros.
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Parte II) Efeito da acupuntura (E36, VC12 e Sham) no transito
gastrintestinal de ratos infectados com 2000 larvas L3 de S. venezuelensis,
por meio da quantificagao de:

- ovos por grama de fezes;

- numero de vermes no intestino delgado;

- fecundidade;

- esvaziamento gastrico;

- transito gastrintestinal;

- peso das fezes;

-correlagao linear entre os grupos e parametros.
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4- MATERIAL E METODOS

4.1. Procedimento Experimental

Foram utilizados um total de 120 ratos machos adultos (Rattus norvegicus
— linhagem Wistar), com peso entre 250 e 350g, mantidos na sala de
manutengao de animais do Laboratério Fisiotox — CUA/UFMT, em condig¢des e
local adequado. Projeto aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da
UFMT em 18 de Abril de 2013 ( Protocolo no. 23108.002959/13-3). Os ratos
foram divididos em grupos com um minimo de 5 animais cada um:

<+ Trés grupos (105) infectados com diferentes cargas parasitarias (baixa —
400 larvas, media — 2000 larvas, alta — 10000 larvas) de S. venezuelensis,
submetidos ao registro do transito gastrintestinal, contagem de ovos por grama
de fezes (OPG), numero de vermes, pesagem das fezes, determinacdo do
indice “diarrhea score" e da fecundidade do parasito, ao longo de 21 dias.

+Trés grupos (15 ratos) infectados com carga média de 2000 larvas de
S. venezuelensis e tratados com acupuntura sistémica em pontos verdadeiros
(E36 e CV12) e falso (Sham) submetidos a avaliagdo de OPG e transito
gastrintestinal ao longo de 21 dias, além do numero de vermes e fecundidade
ao final do experimento, para avaliagao do tratamento.

Os grupos tratados foram considerados controles de si mesmo, uma vez

que foi determinado o trénsito gastrintestinal e peso das fezes antes da
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infeccdo, no dia zero (0 dpi). Apoés a infecgdo, para o acompanhamento ao
longo de 21 dias, os parametros foram analisados nos seguintes dias: 3° dia
pos infeccao (dpi), 6°dpi, 9°dpi, 12°dpi, 15°dpi, 18°dpi e 21°dpi, no qual os

animais foram eutanasiados por decaptacao.
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Figura 2: Procedimento experimental.
4.2. Parasito

A cepa de S. venezuelensis utilizada durante a pesquisa € mantida em
laboratério desde 1987, e foi gentiimente cedida pelo Prof. Dr. Allan Lane de
Melo, do Departamento de Parasitologia da Universidade Federal de Minas
Gerais. A mesma cepa esta sendo mantida em Gerbils (Meriones unguiculatus)

no Laboratdrio Fisiotox — CUA/UFMT, para os experimentos.

4.2.1. Inducao ao Parasitismo
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. i - s
Figura 3: Recuperacéao de larvas L3.

Ovos de S. venezuelensis foram isolados das fezes de gerbils, misturados
em vermiculita para coprocultura e levados a estufa para incubagdo a 27°C
durante 72 horas. Em seguida foi realizado o método de Baermann modificado
por MORAES (1948) sob luz direta e agua a 33°C, por 2 horas, para
recuperacgéao das larvas infectantes (L3), por termofotohidrotropismo.

As larvas foram lavadas em solugao salina tamponada (PBS- phosphate
buffer saline- pH 7,4) e centrifugadas (3000 rpm por 3 minutos — 25° C); sendo
que este procedimento foi repetido 3 vezes. Posteriormente foi feita a
contagem do numero de larvas por estimativa em microscépio estereoscopio.
Ao término da contagem, foram colocadas sob luz direta até sua utilizagdo. As

larvas (L3) foram inoculadas por administracdo subcutdnea em ratos Wistar.

4.2.2. Contagem de Ovos e Vermes.
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A contagem de ovos por grama de fezes (OPG) foi realizada em camara
de McMaster (DUNN & KEYMER, 1986; TAIRA et al., 1991), em cada um dos
dias experimentais para verificacdo da fase do ciclo em que se encontram os
animais, sendo considerados apenas os ovos encontrados dentro do gradeado.
Para tanto, foram separados 2g de fezes, dissolvidas em 28 ml de solugao
saturada. Apos a homogeneizagcido, parte dessa solucdo foi utilizada para
preencher a camara de Mcmaster.

Um grupo de animais, mortos em cada um dos tempos experimentais, foi
utilizado paralelamente para a recuperagao de vermes do intestino delgado.
Apos a morte desses animais, foi realizada a laparoscopia para retirada do
intestino delgado. Realizou-se entdo um corte longitudinal no intestino para
facilitar a migracao dos parasitos fémeas adultos submetidos por cerca de 3
horas ao método de Baermann modificado por MORAES (1948), para sua

migragao e separagao para posterior contagem.
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Figura 4: Contagem de ovos por grama de fezes (OPG) em camara de McMaster.

Circulo e setas indicam os ovos.

4.3. Biosuceptometria de Corrente Alternada (BAC)

Os sensores magnéticos, utilizados para analise do transito Gl, possuem

bobinas externas que funcionam como excitadoras, e internas como detectoras

(arranjo coaxial). Materiais ferromagnéticos como as ferritas (MnFe204)

respondem intensamente a aplicagdo de um campo magnético e sao inertes

quando submetido a testes fisico-quimicos (CORA et al., 2005).

Assim, na auséncia de qualquer material magnético, o sensor permanece

balanceado e nenhuma voltagem é detectada. Entretanto, a aproximagéo de
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qualquer material magnético provoca maior concatenagao do fluxo magnético
sobre a bobina detectora mais préxima. Esse desbalanceamento no fluxo gera
uma forca eletromotriz proporcional a massa e a distancia entre o material e o

sensor, que pode ser registrada.

Assim, para medir o transito Gl todos os animais utilizados no

experimento foram submetidos a analise pela BAC, como descrito a seguir.

4.3.1. Medida do Transito Gastrintestinal

Todos os ratos foram acondicionados individualmente, 24 horas antes dos
procedimentos, em gaiolas anticoprofagicas, compostas por um fundo de
malha de arame para facilitar a deposi¢cao fecal e evitar a coprofagia. Uma
racao magneticamente marcada (1,8 g de ragcdo comercial acrescido de 0,2 g
de ferrita em po) foi ingerida e monitorada ao longo do TGl em tempo real, por
meio da BAC, em intervalos de 15 minutos por seis horas. Dois pontos do
abdome do animal foram predeterminados pela posicdo anatomica por

representarem estdmago e ceco (Fig. 5).
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Figura 5: Pontos estabelecidos anatomicamente para medida de esvaziamento

gastrico (1) e chegada do alimento ao ceco (2). Extraido de CALABRESI, 2013.

Além disso, para analisar as possiveis alteracdes de motilidade
gastrintestinal durante a infec¢éo, foi determinado o indice de “Diarrhea Score”,
segundo a qual: “0” é utilizado para fezes firmes; “1’para mal formadas; “2”
para aquosas com resquicios perianais; “3” para grave sujeira perianal. O peso
das fezes pode ser considerado normal entre 15-20 g; poucas fezes entre
10-15 g e muitas fezes para pesos entre 20-25 g, de acordo com TAKASUMA

et al. (1996) e STERN et al. (2007).

4.4. Tratamento com Acupuntura

Considerando a carga intermediaria de infec¢ado com 2000 larvas o perfil

parasitolégico mais adequado para estudo experimental, essa carga foi
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escolhida para infectar os animais submetidos a acupuntura. Apés a primeira
medida de transito gastrintestinal e pesagem das fezes, utilizadas como
controle, os animais foram infectados com 2000 larvas de S. venezuelensis.
Logo apds, os animais foram aleatoriamente divididos em 3 grupos (E36,
CV12 e Sham) e submetidos as primeiras sessdes de acupuntura. Para maior
precisdao na localizacdo dos pontos especificos foi feita tricotomia local e
empregada caneta localizadora de pontos do Acupuntoscopio Eletrénico
Multiplo (modelo WQ — 10D1). Uma vez localizados os pontos, os grupos foram
submetidos aos respectivos tratamentos, com duragcdo de 20 minutos. Todos os
animais foram submetidos, durante 21 dias, a sessbes de acupuntura de
acordo com o grupo ao qual fazem parte, de trés em trés dias (0 dpi, 3°dpi,
6°dpi, 9°dpi, 12°dpi, 15°dpi, 18°dpi e 21°dpi) e com a mesma duracgdo. Findo
esse periodo (no 21°dpi) foram submetidos a nova avaliagdo do transito

gastrintestinal e mortos por meio de decapitagdo com guilhotina.

Figura 6: Punturagcédo do acuponto E36 no membro posterior de rato Wistar.
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No ponto de acupuntura sistémica E36 (Zusanli) a aplicagcdo da agulha
sisttmica 0,25 x 15 mm foi feita perpendicularmente, 0,5-1 polegadas,
utilizando agulhas de 15 mm, bilateralmente. Esse ponto se localiza na porg¢ao

anterior da perna, entre a tuberosidade da tibia e a cabega da fibula (Fig. 6).

Figura 7: Punturagao do ndo-acuponto falso Sham na cauda.

Para o acuponto VC12 (Zhongwan) a mesma aplicagao foi realizada,
posicionando as agulhas uma de cada lado do ponto. Esse ponto se localiza na
linha sagital mediana, sobre a linha alba, a meia distancia exata da sinfise
xifosternal e a cicatriz umbilical (Fig. 8). Para o ponto falso de acupuntura
Sham foram escolhidas regides da cauda onde ndo houve sinalizagdo de

acuponto pela caneta Localizadora de pontos (Fig. 7).
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Figura 8: unturagéo do acuponto CV12 na linha sagital mediana.

4.5. Anali Anali isti

Os resultados foram expressos como meédia £ erro padréo (SEM). Para
comparagao dos valores médios dos parametros foram empregados Analise de
Variancia (ANOVA), seguidos de Teste de Comparacbes Multiplas de Tukey,
com limite de significancia estatistica até 5% (p <0,05). A correlacédo de
Pearson foi utilizada para avaliar o grau de associagdao entre os parametros
analisados.

Todos os registros na forma de matriz numérica de transito gastrintestinal
foram analisados em Origin® e os momentos estatisticos calculados para
quantificar os seguintes parametros: tempo médio de esvaziamento gastrico

(MGET), definido como o tempo (min) no qual a quantidade média de material
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magnético foi esvaziada do estdmago, ponderado pela area sob a curva de
esvaziamento; tempo médio de chegada ao ceco (MCAT) foi definido como o
tempo t (min) no qual ocorreu aumento na quantidade média de ragao marcada
recém-chegada ao ceco, ponderado pela area sob a curva entre a chegada e o
valor maximo acumulado; e tempo médio de transito de intestino delgado
(MSITT) determinado pela diferenca entre MCAT e MGET (PODCZECK et al.,

1995).
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5- RESULTADOS

Para organizar os resultados obtidos, os mesmos foram subdivididos em

dois subitens principais que resultaram em dois artigos.

5.1. Avaliacdo do transito gastrintestinal apdés infeccdo com
diferentes cargas de S. venezuelensis (400, 2000, 10000 larvas) em ratos.

5.1.1. Andlise Parasitolégica

Nas figuras de 9 a 11 estdo apresentados os resultados referentes aos
parametros parasitolégicos. Ha uma diferenga significativa no 9° dpi entre as
diferentes cargas parasitarias avaliadas. E possivel perceber um unico pico de
oviposicao no 9° dpi nas cargas parasitarias media e alta (2000 e 10000 L3). A
intensidade de OPG foi menor para a carga de 10000 comparado com a carga
de 2000. O pico de OPG para a carga de 400 parasitas foi detectado apenas

no 15° dpi (Fig. 9).

29



21000+

- 10000L

{7} 2000L
© 400L

18000+

15000+

12000+

9000+

ovos por gm de fezes

6000+

3000+

Dias ap6s a infecgao

Figura 9: Contagem de ovos por grama de fezes. Valores expressos em média +

erro padréao para infecgdo com 2000 (#) e 10000 (§) larvas. P vs 3dpi; °© vs 6dpi; ¢

vs 9dpi; € vs 12dpi.

Por outro lado, o numero de vermes adultos teve um aumento significativo
no 6°dpi quando os animais foram infectados com alta carga parasitaria. A
infeccdo com 2000 larvas teve um pico de vermes atrasado e menor, mas
significativo, apenas no 15°dpi. No grupo infectado com 400 larvas néo houve

um pico significativo na contagem de vermes (Fig. 10).
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Figura 10: Contagem de vermes recuperados do intestino delgado. Valores

expressos em média  erro padrao para infecgdo com 2000 (#) e 10000 (§) larvas.

bvs 3dpi; ¢ vs 6dpi; 9 vs 9dpi; ¢ vs 12dpi; f vs 15dpi; 9 vs 18dpi.

A andlise de ovos por fémea de parasita foi realizada para determinar a
fecundidade e os resultados podem ser observados na figura 11. Apesar das
cargas inoculadas, todos os grupos tiveram o pico de fecundidade no 9°dpi.
Nao obstante, a infeccdo com 2000 larvas causou uma alta fecundidade
comparado aos outros grupos. Observou-se também que a fecundidade

diminuiu progressivamente ao longo da infec¢ao, exceto no grupo 400 L3.
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Figura 11: Fecundidade obtida pela relagdo entre o numero de ovos/grama pelo
numero de vermes (fémea). Valores expressos em media + erro padrdo para
infecgdo com 2000 (#) e 10000 (§) larvas. ® vs 3dpi; ¢ vs 6dpi; ¢ vs 9dpi; € vs

12dpi; fvs 15dpi; 9 vs 18dpi.

5.1.2. Analise do Transito Gastrintestinal

O perfil de transito gastrintestinal durante a infeccdo experimental pode
ser observada nas figuras 12 - 14. Houve uma diminuicdo no esvaziamento

gastrico a partir do 3°dpi, exceto para a carga de 400 larvas (Fig. 12).
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Figura 12: Tempo de esvaziamento gastrico. Valores expressos em média * erro
padrdo para dos grupos infectados com 400 (*) e 2000 (#) larvas. 2 vs 0 dpi (n&o

infectado); © vs 3dpi; ¢ vs 6dpi; 9 vs 9dpi; € vs 12dpi; fvs 15dpi.

Na infecgdo com baixa carga parasitaria (400 L3), a chegada ao ceco do
alimento foi mais rapida no 15°dpi, entretanto, manteve-se virtualmente sem
mudangas nos outros dias. Ndo houve alteracao significativa no que concerne

a chegada do alimento ao ceco para os outros grupos (Fig. 13).
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Figura 13: Tempo de chegada do alimento ao ceco. Valores expressos em média

+ erro padrao para dos grupos infectados. 2 vs 0dpi (ndo infectado);  vs 3dpi; ©vs

6dpi; 4 vs 9dpi; ¢ vs 12dpi; fvs 15dpi.

Apo6s a inoculagdo com 2000 ou 10000 parasitas, o alimento permaneceu

mais tempo no intestino delgado a partir do 15°dpi (Fig. 14). Logo, o

esvaziamento gastrico foi mais rapido a o transito intestinal foi mais lento ao

longo da infeccdo com 2000 e 10000 larvas.
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Figura 14: Tempo de transito do alimento pelo intestino delgado. Valores

expressos em média * erro padrao para dos grupos infectados com 2000 (#) e

10000 (§) larvas. 2 vs Odpi (ndo infectado);  vs 3dpi;
12dpi; fvs 15dpi.

¢ vs 6dpi; ¢ vs 9dpi; © vs

Para estimar indiretamente os efeitos do tempo do transito intestinal, o

peso das fezes foi avaliado durante a infecgdo (Tabela 1), bem como o indice

de Diarrhea score. Nao foi observada qualquer mudanga na consisténcia das

fezes para as cargas parasitarias estudadas (dados nao mostrados). As cargas

parasitarias baixa e média tiveram uma diminuicdo acentuada no peso das

fezes no 9°dpi a uma recuperagao por volta do 18°dpi. Por outro lado, néo

houve mudanca no peso das fezes apds a infecgdo com 10000 parasitas.
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Tabela 1. Peso das fezes (g) no periodo analisado de infecgdo com 400, 2000

e 10000 larvas.

400L 2000L 10000L
Co%‘:fgle 13,52 + 2,77 13,52 + 2,77 13,51 + 2,77
3dpi 10,15 + 1,70 9,21 + 3,10 10,10 + 3,43
6dpi 9,04 + 2,33 12,02 + 4,18 10,41 + 1,53
odpi | 6,78 +3,4029 5,30 + 2,253¢ 9,99 + 2,09
12dpi 9,96 + 2,40 7,89 + 2,822 10,28 + 2,22
15dpi | 10,28 + 6,48 12,90 + 3,489 14,18 + 2,94
18dpi | 13,05+3.85 13,64 + 2,059¢ 11,80 + 2,81
21dpi 9,10 + 2,95 9,21+ 2,85 9,96 + 5,51

a ys 0dpi (ndo infectado); © vs 6dpi; 9 vs 9dpi; € vs 12dpi; 9 vs 18dpi. Todos dos

resultados expressos como media + erro padréo.

5.1.3. Andlise Comparativa entre os Parametros

Para melhor compreensao dos resultados obtidos, a Tabela 2 apresenta

uma analise comparativa entre os parametros parasitolégicos e de transito

gastrintestinal através do coeficiente de correlagao (r).
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Table 2. Coeficiente de Correlagdo de Pearson (r) entre os parametros

parasitologicos e de transito gastrintestinal.

400L 2000L 10000L
Vermes SITT CAT Fecundidade Vermes CAT
OPG | 0,72* -0,4* -0,5* 0,38**
GET -0,3** 0,57* -0,43**
CAT | -0,5** -0,4**

* p<0,0001, ** p<0,01

Como demonstrado na tabela 2, houve uma correlacdo linear entre os
diferentes parametros apds inoculacdo de 400 parasitas. Uma correlacao
negativa foi observada entre OPG e chegada do alimento ao ceco (R=-0,50) e
o transito intestinal (R=-0,40). Ao mesmo tempo, uma elevada fecundidade
parece estar associada a um esvaziamento gastrico mais rapido (R=-0,30) e
chegada ao ceco também mais rapida (R=-0,4). Houve uma correlagcéo
negativa entre a chegada do alimento ao ceco e o numero de vermes; 0 que
indica que uma grande quantidade de parasitas acelera a chegada do alimento
ao ceco. Além disso, o numero de vermes € oviposicao aumentaram de forma
linear (R=0,72).

No grupo infectado com 2000 larvas, houve uma correlagéo positiva entre
o numero de vermes e OPG (R=0,38) e esvaziamento gastrico (R=0,57).
Assim, mais parasitas no intestinal delgado significaram maior oviposicado e um
esvaziamento gastrico mais lento. Surpreendentemente, na carga parasitaria
mais alta houve apenas uma correlagdo negativa entre os parametros de

transito, GET e CAT.
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5.2. Efeito _da acupuntura (E36. VC12 e Sham) no transito

gastrintestinal de ratos infectados com S. venezuelensis.

5.2.1 Analise Parasitolégica

Considerando a carga intermediaria de 2000 larvas com perfil
parasitologico mais adequado para estudo experimental, essa carga foi
utilizada para infectar os animais submetidos a acupuntura em um ponto falso
(Sham) e nos acupontos E36 e VC12. Na avaliagdo parasitolégico, todos os

grupos mostraram um pico de OPG no 9°dpi (Fig. 15).
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Figura 15: Contagem de OPG para os grupos infectados com 2000 larvas nao

tratado (#); tratado com ponto falso Sham (*); tratados nos acupontos E36 (§) e

CV12 (7). Valores expressos em média + erro padrdo. ° vs 3dpi

O numero de vermes no 21°dpi e OPG durante os dias 6, 9 e 12 apds a

infeccdo foram reduzidos com o tratamento efetuado no acuponto E36 em

comparacgao ao grupo Sham (Fig. 16). No entanto, esses valores foram maiores

do que os apresentados por animais infectados com 2000L e nao tratados. O

tratamento com acuponto VC12 provocou aumento do OPG comparado aos

picos de oviposi¢cao dos outros grupos.
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Figura 16: Contagem do numero de vermes no 21°dpi para os grupos infectados
com 2000 larvas nao tratado, tratado com ponto Sham, tratado nos acupontos E36
e VC12. Valores expressos em média + erro padrdo. # vs 2000L (ndo tratado); * vs

Sham; Tvs VC12.

Além disso, uma vez que a fecundidade é afetada pelas fémeas parasitas
adultas e o numero de ovos nas fezes, o tratamento de acupuntura com os dois
acupontos aumentou a fecundidade comparado ao grupo Sham e 2000 larvas

(Fig. 17).
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Figura 17: Fecundidade no 21°dpi para os grupos infectados com 2000 larva nao

tratado, tratados com ponto Sham, acupontos E36 e VC12. Valores expressos em

média * erro padrdo. " vs Sham.

5.2.2 Andlise da Motilidade Gastrintestinal

Os efeitos do tratamento de acupuntura no transito gastrintestinal de
animais infectados com S. venezuelensis pode ser observado nas figuras 18 a
20. Ao longo da infeccdo, ndo houve modificagdo substancial do transito
gastrintestinal para os grupos Sham e E36. No grupo VC12, esvaziamento
gastrico foi acelerado no dia 12 e 21°dpi (Fig. 18). O grupo E36 apresentou

uma lentificagcdo no GET no 18°dpi em relagéo ao 3°dpi.
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Figura 18: Tempo de esvaziamento gastrico para o tratamento de acupuntura.

Valores expressos em média + erro padrdo para dos grupos infectados com 2000
larvas e ndo tratados, tratado com ponto Sham, com os acupontos E36 e VC12. @

vs 0dpi (ndo infectado); © vs 3dpi; © vs 6dpi; @ vs 9dpi; € vs 12dpi; fvs 15dpi.

Somando-se a isso, apos o tratamento com VC12 o transito gastrintestinal
e a chegada do alimento ao ceco foi lentificada do dia 3 ao dia 21 apés a
infeccdo (Fig. 19-20). O tratamento de acupuntura no acuponto E36 nao

resultou em alteragdes significativas no transito intestinal.
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Figura 19: Tempo de chegada do alimento ao ceco para o tratamento de

acupuntura. Valores expressos em média = erro padrdo para dos grupos
infectados com 2000 larvas e tratado com ponto Sham, com os acupontos E36 e
VC12. @ vs 0dpi (ndo infectado); ® vs 3dpi; © vs 6dpi; 9 vs 9dpi; ¢ vs 12dpi; fvs
15dpi.
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Figura 20: Tempo de transito do alimento pelo intestino delgado para o tratamento

de acupuntura. Valores expressos em média + erro padrdao para dos grupos
infectados com 2000 larvas e tratado com ponto Sham, com os acupontos E36 e
VC12. 2 vs 0dpi (ndo infectado); ® vs 3dpi; ¢ vs 6dpi; ¢ vs 9dpi; € vs 12dpi; fvs
15dpi.

Na figura 21 observa-se o peso das fezes ao longo dos 21 analisados
apo6s a infecgdo. O peso das fezes foi menor no dia 12 apds a infecgdo em
animais tratados com VC12 comparado aos tratados com E36, confirmando a
lentificacdo do transito gastrintestinal. Ao longo do experimento ndo houveram
outras diferengas estatisticas entre os grupos de tratamento e o controle n&o

tratado (2000L).
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Figura 21: Peso das fezes para os diferentes grupos de tratamento. Valores

expressos em média + erro padrdo. §vs grupo E36.

5.2.3. Analise Comparativa entre os Parametros

A correlagao de Pearson mostrou uma relagao positiva entre o tempo de
infeccado e o esvaziamento gastrico para os grupos Sham e E36, enquanto uma
correlagdo negativa foi observada para o grupo VC12 (tabela 3). Durante a
infeccdo, a passagem do tempo significativamente acelerou o esvaziamento
gastrico (R=-0.35) e lentificou o transito gastrintestinal (R=0.34) no decurso do
tratamento com VC12. Além disso, houve uma correlagdo positiva entre

oviposigéo e chegada do alimento ao ceco no grupo Sham.
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Table 3. Coeficiente de correlagdo de Pearson (r) obtido entre os parametros

parasitologicos e o perfil de transito gastrintestinal para o tratamento de

acupuntura.
Sham E36 VC12
GET CAT GET GET SITT
OPG 0,48**
Tempo | 0,54* 0,45** -0,35*** 0,34****

*p<0,0003; **p<0,003; ***p<0,03

46



6- DISCUSSAO

6.1. Avaliacao do transito gastrintestinal apés infeccdo com
diferentes cargas de S. venezuelensis (400, 2000, 10000 larvas) em ratos.

O transito gastrointestinal de ratos submetidos a diferente carga
parasitaria na infeccao experimental por S. venezuelensis foi caracterizado por
meio da BAC, que foi, pela primeira vez empregada em uma helmintiase. O
aumento na carga parasitaria reduziu a relagdo entre os parametros
parasitologicos e de transito gastrointestinal, sendo que aparentemente o
funcionamento do TGI permanece alterado mesmo apds o termino da infecgao.
Por outro lado, uma pequena carga parasitaria conduziu a uma resposta mais
linear, provavelmente devido a uma perturbagcdo gastrointestinal reduzida.
Estes resultados sugerem que o numero de larvas inoculadas desempenha um
papel importante na patogénese da infec¢cdo, por causar perturbagdes
gastrintestinais em ratos, tal como foi previamente demonstrada em coelhos
(KOBAYASHI & HORII, 2008).

Um numero excessivo de parasitos resultou em uma baixa fecundidade
(Fig. 11). Esses achados sugerem uma competicdo entre vermes adultos e,
consequentemente, uma diminui¢do na taxa de fecundidade (FERREIRA et al.,
2007).  Outros estudos demonstraram que em infec¢gdes muito intensas os
efeitos tendem a ser menores do que em infecgdes mais brandas, sendo que
esse fendmeno ficou conhecido como efeito “Crowding”. O efeito “crowding” foi
descrito por Webster (1923) durante infeccédo tifoide e posteriormente,

confirmado em outras circunstancias (LURIE, 1930). Entretanto até 0 momento
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esse fenbmeno ainda nao tinha observado em infeccdo por S. venezuelensis.
O esvaziamento gastrico foi mais rapido, o transito intestinal lentificado (Figuras
12 e 14) e o peso das fezes, por sua vez, ndo mudou significativamente
(Tabela 1). Esses resultados estdo de acordo com uma sobrecarga nas fungdes
fisioloégicas que se segue ao ileo paralitico e a lesdo dos ganglios mesentéricos
(KOBAYASHI et al., 2009; De PAOLI & JOHNSEN, 1978).

No homem, S. stercoralis é um nematdide intestinal causador da
estrongiloidiase, que provoca uma infecgdo cronica assintomatica do trato
gastrintestinal em hospedeiros imunocompetentes e pode permanecer
indetectavel por décadas. Em pacientes imunocomprometidos essa infec¢ao
pode evoluir para uma sindrome de hiperinfeccdo ou doenca disseminada
(KEISER & NUTMAN, 2004; MARCOS et al., 2008). No entanto, existem
poucos estudos sobre infeccdo com altas cargas em ratos sem
imunossupresséo associada. E importante estimar o efeito de um nuimero alto
de vermes no transito gastrintestinal na auséncia de qualquer tratamento
medicamentoso, uma vez que a imunossupressao per se pode modificar os
parametros motores Gl (DALL'AGNOL et al., 2014). Nosso modelo
proporcionou uma nova abordagem para a compreensado da hiper-infeccao
considerando que o tempo de transito intestinal lentificado pode intensificar a
auto-infeccéo por S. stercoralis. Na sindrome da hiper-infecgdo, uma completa
perturbacdo da mucosa gastrintestinal, ulceragdo, ileo paralitico com
enteropatia exudativa, tanto quanto sangramento excessivo podem ocorrer
devido a invasdo direta pelas larvas infectantes (CSERMELY et al., 2006;
SARAEI et al., 2014). Considerando que a hiper-infeccdo € uma caracteristica

do S. stercoralis e apesar das graves manifestagdes, a maioria dos estudos
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tém utilizado apenas cargas intermediarias (1000 - 3000 L3) comparavel a
infeccdo assintomatica (FERREIRA et al., 2010; GONCALVES et al., 2010;
RODRIGUES et al., 2013; WILKES et al., 2007). A carga intermediaria
representa uma infeccdo auto-controlada a qual o hospedeiro é capaz de
responder. Nesse sentido, nossos dados mostram um aumento significativo na
fecundidade com carga intermediaria comparado a infecgao com 10000 larvas.
O pico de oviposicdo e fecundidade foi acompanhado por uma reducao
drastica no peso das fezes no mesmo dia apds a infecgdo, nesse grupo
infectado com a carga intermediaria (Tabela 1).

Para um melhor entendimento da relacdo parasito-hospedeiro e da
patogenia dessa infec¢do, uma série de estudos tem visado a caracterizagao
imunoldgica (CHIUSO-MINICUCCI et al., 2010; HERBERT et al., 2002;
GONCALVES et al., 2012) e o perfil pulmonar da infecgéo por S. venezuelensis
(SILVEIRA et al., 2002; NEGRAO-CORREA et al., 2004). Entretanto, os
esforcos para explicar o transito Gl durante a infeccdo in vivo sao
imprescindivel, inclusive para outras espécies com interesse comercial, como
coelhos e gerbis (KOBAYASHI & HORII, 2008; KOBAYASHI, 2009). Para
analisar o transito Gl, as técnicas precisam ser capazes de reproduzir
condigcbes experimentais agudas e crbnicas, além da repeticdo de
experimentos em um mesmo animal. Muitos animais morrem em
procedimentos invasivos e/ou expostos a radiacado ionizante, tornando dificil
comparar os resultados com os obtidos no homem (ENCK & WIENBECK,
1989; BAGGIO et al., 2003). BAC permite avaliar o transito Gl e a contratilidade
in vivo, considerando os niveis de horménios/peptideos intestinais e um

sistema nervoso entérico intacto.
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E possivel que a presencga de infeccdo por nematoide suscite um distarbio
funcional, incluindo alteragdes na atividade contratil da camada muscular lisa e
na regulacado nervosa intrinseca (COLLINS, 1996). Na carga parasitaria maior,
por exemplo, houve apenas correlagdes negativas entre os parametros GET e
CAT, que provavelmente indicam uma perturbagdo na coordenacdo motora
realizada pelo sistema nervoso entérico (Tabela 2). Apesar do OPG e do
numero de vermes diminuir no 21°dpi, o transito Gl permaneceu alterado apés
o 21°dpi, sinalizando uma lesdo que pode ser transitéria ou permanente no
sistema nervoso entérico. A disfungdo neuromuscular pode persistir mesmo
apos a reducéao da inflamagéao da mucosa (COLLINS, 1996). Por outro lado, ja
foi observado uma completa recuperacédo das lesdes pulmonares provocadas
pelo S. venezuelensis indicando que as lesbes no trato gastrintestinal
decorrentes desse parasito merecem novos estudos (SILVEIRA et al., 2002).

Algumas citocinas, como IL-4 e IL-13, tém sido usualmente dosadas
durante a infecgao parasitaria e seus efeitos ligados a hipercontratilidade in
vitro (SCHMIDT et al., 2012). No entanto, apesar da importancias dessas
citocinas, pouco se sabe sobre os seus mecanismos e manifestagdes no Gl in
vivo (KOBAYASHI et al., 2009). Efeitos excitatorios na contratilidade Gl isolada
nem sempre se refletem em uma propulsdo do conteudo luminal aumentada
(TSUBOUCHI et al., 2003). Além disso, disturbios motores no Gl podem tornar
dificil o tratamento anti-helmintico via oral (GIANNOULIS et al., 1986;
NONAKA et al., 1998; TARR et al., 2003). Nesse contexto, com o modelo
experimental adotado neste trabalho € possivel monitorar os efeitos durante
toda a infeccdo em um mesmo animal e, ainda apresenta o de tratamento

concomitante com outras drogas. Um estudo prolongado é necessario para
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avaliar as modificagdes histoldgicas causadas pela fémea do S. venezuelensis
na mucosa do intestino delgado e para identificar as lesbes que fazem com que
o transito Gl permaneca alterado mesmo apés a redugdo dos vermes e do
OPG. No futuro, as investigagdes sobre a motilidade gastrintestinal podem
ajudar a desvendar uma possivel relagdo com a re-infeccéo.

O esvaziamento gastrico permaneceu acelerado e o transito intestinal
lentificado até o fim do experimento. Estabelecer um modelo para estudar a
infecgdo com S. venezuelensis € muito importante para avaliagbes focadas na
gravidade dos danos gastrintestinais in vivo. Sintetizando, o aumento na carga
parasitaria reduziu a correlagdo entre parametro parasitologico e o perfil de
transito gastrintestinal, embora todas as cargas tenham ocasionado dano

gastrintestinal persistente.

6.2 Efei ntur E VC12 ham) n ransi

gastrintestinal de ratos infectados com S. venezuelensis.

A acupuntura tem sido amplamente utilizada para o tratamento de varios
disturbios Gl (WANG et al., 2013). No entanto, ha pouca informagéo sobre os
seus efeitos em ratos parasitados. Este € o primeiro estudo que utiliza a
acupuntura no tratamento de um parasita intestinal, como os pertencentes ao
género Strongyloides. Em ambos os pontos de acupuntura aumentaram a taxa
de fecundidade em comparagao com o grupo Sham ao termino do tratamento,

podendo atrapalhar a resposta do hospedeiro ao parasita. AGUIAR et al.
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(2012) mostraram que o tratamento E36 aumentou a susceptibilidade a

infeccéo por Leishmania major.

Nossos dados sugerem que o grupo Sham nao foi completamente
adequado devido a sua semelhanca com os resultados obtidos durante o
tratamento com acuponto E36. O grupo Sham mostrou uma correlagéo positiva
entre o OPG e o tempo de chegada do alimento ao ceco, o que significa que
um aumento da oviposigao leva a um transito intestinal lentificado. O E36 nao
alterou a oviposigdo ao longo de 21 dias de infeccdo comparado ao grupo
Sham. Na verdade, exceto por reduzir o numero de vermes no 21° dpi e,
consequentemente, aumentar a taxa de fecundidade, o acuponto E36 nao foi
capaz de provocar modificagdes significativas no tempo de transito intestinal ou
no peso das fezes comparado com o grupo Sham. Em relagcdo ao grupo
infectado n&o tratado, no entanto, tanto o grupo E36 quanto o Sham
aceleraram o transito gastrintestinal. O tratamento com VC12 aumentou
significativamente o OPG no 9°dpi em comparagdo com os grupos Sham e
E36. Inesperadamente, o tratamento com VC12 aumentou o OPG e o numero
de vermes, lentificou o tempo de trénsito intestinal e, consequentemente,
diminuiu do peso das fezes (no 12°dpi). Corroborando com esses dados, o
esvaziamento gastrico foi significativamente mais rapido no 12° e 21°dpi.
Independentemente do tratamento de acupuntura, a infecgdo tende a seguir o
mesmo perfil observado no grupo nao tratado, exceto pelas alteragdes no
transito gastrintestinal que parecem ter sido minimizadas.

Diversas evidéncias demostraram que acupontos localizados em
diferentes partes do corpo produzem efeitos diferentes através de reflexos

somatoautonémicos especificos. Por exemplo, o efeito facilitador do E36, no
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membro posterior, sobre a motilidade gastrica (contracbes musculares) parece
ser mediado pela via somatoparassimpatica, enquanto o efeito inibitorio
(relaxamento muscular) da acupuntura no abddémen foi atribuido a via
somatossimpatica (LI et al., 2007; TATEWAKI et al., 2003). Além disso, um
efeito excitatério do E36 e inibitério do VC12 na motilidade gastrica por meio
de acupuntura manual também tem sido demonstrado em ratos (YANG-SHUAI
2014; LI et al., 2006; LI et al., 2007). Nossos dados corroboram com esses
achados, demonstrando uma relagao positiva entre o esvaziamento gastrico e
tempo de infecgdo no grupo E36, e uma correlagdo negativa no grupo VC12.
Ao longo da infeccdo, os animais tratados com E36 tiveram o seu
esvaziamento gastrico retardado, enquanto que os animais tratados com VC12
apresentaram um esvaziamento gastrico acelerada. Investigar esses dois
pontos de acupuntura no hospedeiro infectado com S. venezuelensis
proporciona um modelo favoravel a observacado de seus efeitos opostos sobre
o transito gastrintestinal.

Convém ressaltar que os dados levantam um alerta para os riscos do
tratamento com acupuntura em areas endémicas para parasitas que tem sido
associados com altas taxas de morbidade e mortalidade, como o S. stercoralis
(PAULA & COSTA-CRUZ, 2011; VINEY & LOK, 2007). Strongyloides
venezuelensis, que infecta naturalmente ratos, sdo frequentemente utilizados
em estudos experimentais que visam a compreensao do perfil parasitolégico
no homem por S. stercoralis (SCHILTER et al., 2010), considerando que a
estrongiloidiase tem uma distribuicdo mundial heterogénea e afeta atualmente

entre 100-200 milhdes de pessoas (VINEY & LOK, 2007).
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Nossos dados também levantam uma questdo sobre a importancia da
selegcédo de pontos de acupuntura. Considerando-se que a acupuntura ja é uma
pratica de uso generalizado, sua seguranca deve ser estabelecida e a
incidéncia de eventos adversos, em diferentes contextos e populagdes, melhor
detalhada (MacPHERSON & HAMMERSCHLAG, 2012; ERNST & WITHE,
1997). SO recentemente, na era da medicina baseada em evidéncias, a
acupuntura vem sendo testada por avaliagdo sistematica de sua eficiéncia,
monitoramento de eventos adversos, e exploracdo de fisiologia subjacente
(MacPHERSON & HAMMERSCHLAG, 2012). Assim, tratamentos empregando
o acuponto VC12 em individuos infectados com S. stercoralis em areas
endémicas requerem atencao devido a probabilidade de constipagcdo e maior
oviposicdo. No mesmo contexto, o acuponto E36 deve ser cuidadosamente
manipulado, porque aumenta a taxa de fecundidade, embora nao altere o
transito gastrintestinal em relagdo ao grupo Sham. No entanto, considerando o
paciente como um todo, a acupuntura gera efeitos locais e sistémicos (CHOI et
al.,, 2012), conforme pode ser observado durante o tratamento com E36
reduzindo o numero de vermes e melhorando o perfil motor comparado ao
controle nao tratado.

Em nossos experimentos, o ndo-acuponto (Sham) localizado na cauda,
nao representou uma forma adequada de grupo controle, uma vez que o0s
resultados foram muito semelhantes aos do grupo E36. O grupo sham
aumentou o numero de vermes apos os 21 dias de tratamento, embora tenha
reduzido a taxa de fecundidade. Convém salientar que acupuntura em néo-
ponto (Sham) nao é fisiologicamente inerte e produz efeitos clinicos

mensuraveis (LUNDEBERG et al., 2008; MOFFET, 2009). Estudos recentes
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com acupuntura, utilizando ensaios clinicos randomizados, incluindo grupos
sham e sem tratamento (MADSEN et al., 2009; KOOG & JUNG, 2013), n&o
foram capazes de determinar diferengas entre eles (DIENER et al., 2006;.
LINDE et al., 2005; MELCHART et al., 2005). Estudos consistentemente
mostraram que ambos os tratamentos de acupuntura tanto real e quanto
placebo conferem beneficios significativos sobre as condigdes controle de nao-
tratamento (BALLEGAARD et al, 1993; COAN et al, 1980); entretanto,
acupuntura real parece ser significativamente mais eficiente do que a
acupuntura placebo (BERMAN et al., 2004; VICKERS et al., 2012) ou similar
(WHITE et al., 2000; CHERKIN et al., 2009). Apesar da adogao de varios tipos
de controles, considerando-se que os mecanismos fisiopatoldgicos subjacentes
a resposta a acupuntura ainda nao estdo claros (CHOI et al.,, 2012), mais
estudos sdo necessarios para utilizacido de acupuntura em modelo parasitado.
A disseminagdo dos tratamentos de acupuntura exige conhecimento sobre

seus efeitos em todas as condig¢des, incluindo infeccao parasitaria intestinal.
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7- CONCLUSOES

7.1. Parte |- Avaliacao do transito gastrintestinal apds infeccdo com
diferentes cargas de S. venezuelensis (400, 2000, 10000 larvas) em ratos.

<0 parasito interfere no transito Gl acelerando o esvaziamento gastrico e
lentificando o transito intestinal, sendo que essas alteragdes permanecem

mesmo com a melhora da infeccéo.

<O organismo foi mais responsivo a menor carga do que as maiores

cargas.

0O aumento da oviposicdo € concomitante ao menor peso das fezes,

sinalizando uma constipagao no 9° dpi.
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7.2. Parte lI- Efeito da acupuntura (E36, VC12 e Sham) no transito

gastrintestinal de ratos infectados com S. venezuelensis.

<0 tratamento de acupuntura em individuos parasitados é questionavel
uma vez que nao favoreceu apenas o hospedeiro na infeccdo por S.

venezuelensis.

<0 tratamento com acuponto E36 apresenta pontos positivos e negativos

para a relacao parasito-hospedeiro.

0O tratamento com acuponto VC12 apresenta pontos positivos apenas

para o parasito, ndo necessariamente para o hospedeiro.

<0 ponto Sham na cauda nao foi completamente adequado, uma vez que

obteve resultados diferentes do grupo n&o tratado e semelhante ao E36.

+*Até o momento, nossos dados desencorajam o tratamento com
acupuntura durante a infeccao por S. venezuelensis até que novos estudos

sejam realizados.
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