La respuesta inflamatoria del intestino por la accion
traumatica de la penetracion de Ancylostoma caninum.
Estudio de microscopia de luz y electréonica

Resumen

Conel propésito de evaluar los cambiosinflamatorios
locales tempranos de la mucosa y submucosa intestinal
ante los mecanismos de agresiéon durante la penetra-
ci6n y fijacion de Ancylostoma caninum, se desarrollé el
modelo de marcaje de la permeabilidad vascular, me-
diante la inyeccién de tinta china diluida al 50% en
rama arterial mesentérica que irriga determinadas zo-
nas del intestino delgado, donde después de 60 minu-
tos, experimentalmente se colocaron los nematodos.
Se demostré que la salida del marcador se presentd
principalmente en los vasos de pequefio y mediano
calibre de la submucosa, en un radio de 5 mm a la
fijacién de la boca del parésito. Las modificaciones
vasculares agudas tempranas consistieron en la dilata-
cidény congestion de los vasos sanguineos, con salida de
plasmadelaluzvascular al espacio extravascular, segui-
do por la diapedesis de eritrocitos y leticocitos
polimorfonucleares. Las proteinas plasmadticas, junto
con el marcador de particulas de carbén, alcanzan el
espacio extravascular, a través de la apertura de espa-
cios en las uniones endoteliales. Las fenestras del
endotelio vascular no participan en este mecanismo.
En las parasitosis en donde se desconoce el tiempo de
fijacién del parasito al intestino, también se encontra-
ron alteraciones inflamatorias vasculares de menor
intensidady conlaparticipacion de célulasinflamatorias
de tipo crénico. Las hipoproteinemiasyanemias conse-
cuentes a la parasitosis por anquilostomas, pueden
explicarse por el continuo derrame de proteinas al
espacio extravascular y al lumen intestinal o por la
ingestion de las mismas por los nematodos.

Introduccién

Una de las parasitosis intestinales frecuentes del pe-
rro la constituye la anquilostomiasis. Este nematodo es
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responsable de cambios inflamatorios en la mucosa'y
submucosa del intestino, que conducen a estados de
ancmia, hipoproteinemiay con frecuenciaa la muerte,
en particular cuando la pavasitosis afecta a los cacho-
rros.* Evidentemente, el niimero de parasitos adultos
presentes en la luz intestinal estard directamente rela-
cionado con las posibilidades de lesién en la mucosa, ya
que los pardsitos cambian a menudo de sitio de ubica-
ci6n. Las lesiones inflamatorias locales ante un niimero
variable de penetraciones comprometen alhuéspeden
su respuesta, generandose sangrado y disfuncién de la
mtcosa en su fisiologia.® El presente trabajo tuvo como
proposito evaluar los cambios inflamatorios locales
tempranos de la mucosa y submucosa intestinal ante la
agresion de los mecanismos de penetracion de
anquilostomas, asimismo, se evaluaron los cambios
inflamatorios generados por laubicacion natural de los
pardsitos.

Material y métodos
Sc utilizaron 15 perros de raza indefinida de 20-22kg

dc peso, libres de infeccidén por Ancylostoma caninum.
Todos losanimales fueron mantenidos en jaulas indivi-

duales durante todo el experimento. Durante el

acondicionamiento, se realizaron estudios de coprologia
seriaday de biometrias hematicas, ademas de los proce-
dimicntos rutinarios como vacunaciones, despara-
sitacién externa e interna en su caso. Se organizaron
dosgrupos de experimentacion; diez perros recibieron
parasitosy cinco perros no los recibieron. Los pardsitos
adultos se obtuvieron de cinco perros infectados en
forma natural, detectados mediante el examen micros-
copico de las heces.

Marcaje de permeabilidad vascular

Para conocerlos posibles cambios en lapermeabilidad
vascular, se ensaydé con un grupo independiente de
perros en las mismas condiciones de experimentacion,
la presencia de particulas de tinta china en las luces
asculares de los vasos de pequeno y mediano calibre.
Para tal propdsito, se realizaron laparotomias y se
expuso una asa intestinal del ileon terminal, 30 cm
arriba de la vilvula ileocecal. Se inyectaron 10 ml de
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tinta china diluida al 50% en solucién salina, por la
rama arterial mesentérica que irrigaba cl asa intestinal
seleccionada. Durante la perfusién de la tinta china,
misma que visiblemente colore6 en negro el drea de
irrigacién de laarteria perfundida, se abrié elintestino,
y con ayuda de una navaja de rasurar se obtuvieron
fragmentos de mucosa y submucosa. Los tejidos se
fraccionaron y se colocaron en glutaraldchido al 3%
para estudios al microscopio de luz y electrénico.

Procedimientos para el estudio al microscopio
electrénico

Los tejidos fraccionadosyfijados en glutaraldehidoal
3% en amortiguador de fosfatos se posfijaron en
tetréxido de osmioal 1% en elmismoamortiguador. Se
deshidrataron en alcoholes ascendentes y se incluye-
ron en resina araldita. Mediante el corte de secciones
de 1 micra de espesor obtenidas en ultramicrotomia y
tenidas con azul de tolouidina, se estudiaron al micros-
copio de luz las dreas donde aparecieron particulas de
carbon en las luces vasculares. Los tejidos observadosal
microscopio de luz, se recortaron nuevamente en sec-
ciones de 40-60 nanémetros y se contrastaron con
uraniloy plomo para evaluarlas al microscopio electré-
nico.

Infeccién experimental con nematodos adultos

Los cinco perros portadores de Aneylostoma caninum
fueron llevados al quiréfano, simultineamente con los
grupos experimentales receptores del parisito. Se rea-
lizé la laparotomia y se expuso el drea de asa intestinal
del ileum terminal, protegiéndola con una compresa
hiimeda. Al perro donador de parisitos, se le fue
exponiendo en partes el intestino delgado partiendo
de la valvula ileocecal, abriendo el intestino
longitudinalmente hasta encontrarlos nematodos. Una
vez localizados, se obtuvieron mediante el corte de la
mucosa en donde estaban incluidos; fueron colocados
en una caja de Petri con solucidn salina a temperatura
ambiente. En estas condiciones los nematodos inicia-
ron movimientos enérgicos para desprenderse de los
tejidos, quedando libres en la solucién salina. Una vez
obtenidos entre 5 a 7 nematodos adultos, se procedida
depositarlos mediante una pequena apertura del asa
intestinal del receptor. Pasados 60 minutos, se abrid el
asa intestinal y al ubicar el parasito anclado en la
mucosa, se inyect6 la solucién de tinta chinavia la rama
arterial de la mesentérica como se describid antes, se
obtuvo la mucosay submucosa donde estabaanclado el
parasito. Se siguieron los mismos procedimientos de
fijacién ¢ inclusién para estudiar esos segmentos intes-
tinales con microscopia de luz y electrénica.

De los perros donadores de pardsitos, se tomaron
muestras de la mucosa y submucosa que incluian los
nematodos anclados, con las mismas condicionces de
fijacién y perfusion con la tinta china.
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Resultados
Marcaje de la permeabilidad vascular

Losmejoresresultados en cuanto a lavisualizacién de
las particulas de carbén de la tinta china en las luces de
capilares y vénulas fue a los 20 segundos de obtencién
de la muestra de mucosa y submucosa, pricticamente
durantela perfusién delosvasosarteriales mesentéricos.
Las particulas de tinta china se observaron con mayor
facilidad en capilares de mediano calibre de la
submucosa asi como en vénulas. La ubicacién de las
particulas fue la misma que la del plasma sanguineo,
dejando el Ingar central a las célulasy plaquetas, como
corresponde a un vaso sanguinco sin fenémeno
inflamatorio (Figura 1).

Microscopia electrénica de barrido, de luzy de trans-
misién de la mucosa experimentalmente infectada con
Ancylostoma caninum

Ancylostoma caninum penctra la mucosa desplazando
lasvellosidadesintestinalesy ubicandola porcién cefilica

Figura 1. Micrografia clectr@nica de transmision de un capilar y det
estroma pericapilar de la submucosa de un perro testigo sin cambios
inflamatorios. Elmarcador de particulas de carbén (flecha) ocupael
lumenvascular. Elendotelio vascular fenestrado es normal notandose
la membrana basal y coligena asociada (doble flecha). x 60.000

cn la muscenlar mucosae o en la submucosa. La reaccién
inflamatoria local secreta moco alrededor del parésito
y hay evidencia de salida de eritrocitos (Figura 2). Las
vellosidades intestinales cercanas a la ubicacién del
parasito son mas cortasy revelan cambios inflamatorios
y edema interepitcelial. Las modificaciones descritas no
sc observan a una distancia de 4-5 vellosidades alcjadas
de la ubicacién del pardsito. Los capilares sanguineos
de la limina propia de las vellosidades intestinales
afectadas se encontraron congestionados principal-
mente por eritrocitos. En la submucosa las vénulas



denotan también cambios congestivos. Las particulas
de carbén perfundidas en las arterias que irrigan las

areas donde se incrusté el pardsito, se encontraron.

tanto en las luces vasculares como fuera de los vasos,
infiltrados entre las células inflamatorias o del estroma.
En el sitio de anclaje del parasito se demuestra que el
tejido préximo a la boca del nematodo se encuentra
desplazado en direccién al mismo; esto implica el

Figura 2. Micrografia electrénica de barrido que ilustraala uncinaria
(U) en su porcién exterior en el lumen intestinal de un perro del
grupo experimentalmente infectado. Nétese los eritrocitos (E) alre-
dedor del sitio de penetracién del parésito. x 781.000

fenémeno de succién por parte del parasito. También
se demuestran proteinasy eritrocitos, asi como particu-
las de carbon, tanto en periferia de las fauces como en
el aparato digestivo del nematodo. Participan junto a
cste material células del estroma y células inflamatorias
agudas, principalmente polimorfonucleares eosinéfilos
(Figura 3).

Microscopia electrénica de transmision de los capila-
res de la mucosay submucosa infectadas experimental-
mente con Ancylostoma caninum

Este estudio se enfocd principalmente a los capilares
sanguineos de la lJdmina propia de las vellosidades y a
los de la submucosa, donde también se analizaron las
vénulas. El drea en estudio comprendid entre 3a 5 mm
alrededor del punto de fijacién del parasito.

Los capilares sanguineos de la limina propia se en-
contraron congestionados por eritrocitos y con escaso
nimero de particulasde tinta china. Nose encontraron
alteraciones del endotelio vascular ni evidencia de
cambios inflamatorios. Los capilares sanguineos de la
submucosa mostraron modificaciones en el didmetro
delaslucesvascularesy en el endotelio de revestimiento.
Porla dilatacién, el endotelio vascular se encontré muy

Figura 3. Micrografia de luz de un corte histoldgico de 1 pt de espesor
que muestra en seccién longitudinal parte del nematodo anclado
sobrela submucosa. La boca del parisito (E) se ubica en lasubmucosa
en donde los vasos sanguineos se encuentran congestionados (fle-
chas). Paragén, x 400

adelgazado. Las uniones epiteliales entre las células
endoteliales se encontraron en ocasiones desplazados
(Figura 4).

Las luces vasculares, pletdricas de células tanto de
hematies como de polimorfonucleares, permiten ver
particulas de carbén en el plasma. Las particulas y
evidentemente el plasma escapan delaslucesvasculares,
encontrindose marcaje de esta salida cerca de las unio-
nes endoteliales y en el espacio extravascular inmedia-
to. No se encontraron evidencias de salida de particulas
por las fenestras del endotelio.

En las vénulas, la concentracién de particulas de
carb6n fue mayor, con evidencia de escape de particu-
las al espacio intravascular. Las particulas de carbén se
observaron cerca de las uniones endoteliales, en el
espacio abierto de las uniones y en cl espacio
extravascular (Figura 5).

Microscopia electrénica de transmision de los capila-
res sanguineos cercanos a la boca del parasito incrusta-
do en forma natural

Cerca delaboca del parasito, se encontrd abundante
exudado inflamatorio agudo, caracterizado sobre todo
por polimorfonucleares eosinéfilos. Participan tam-
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Figura 4. Micrografia electrénica de transmisién de un capilar de la
submucosa de un perro del grupo experimentalmente infectado,
una hora después de ubicado el parasito en la submucosa. Nétese la
dilatacién del capilar con la ocupacién de eritrocitos (E), plaquetas
(P) y un polimorfonuclear eosinéfilo (pne), el nicleo de la célula
endotelial y el citoplasma adelgazado (en). x 60.000

Figura 5. Micrografia electrénica de transmisién de unavénula de la
submucosa de un perro del grupo experimentalmente infectado,
una hora después de ubicado el parasito en la submucosa. El marca-
dor de particulas de carbdn escapé del lumen vascular (LV) al espacio
extravascular (flechas). x 60.000

bién células mononucleares del tipo macréfagosy célu-
las plasmaticas. Los depésitos de fibrina fueron hailaz-
gos frecuentes, asi como fibras de pre y coligena (Figu-
ra 6). Los polimorfonucleares eosinéfilos muestran
granulos citopldsmicos caracteristicos para esta espe-
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cie. Son redondeados 1t ovalados con una zona densa 'y
otra finamente granular. No hubo evidencias de
degranulacién. La celularidad en células plasmaticas
predomina en el exudado inflamatorio crénico de esta

Figura 6. Micrografia electrénica de transmisién del exudado
inflamatorio crénico, ubicado cerca de laboca del parasito. Parasitosis
natural. Nétese la fibrina depositada entre el exudado inflamatorio
(flechas) x 60.000

reaccion. Las células plasmiticas de forma ovoide mues-
tran niicleos con heterocromatina regularmente distri-
buida, y en ¢l citoplasma las tipicas cisternas de reticulo
endopliasmico rugoso (Figura 7).

Discusion

Ancylostoma caninum, como nematodo alojado en la
luz intestinal, es capaz de inducir diferentes modifica-
ciones en la mucosa y submucosa. Una vez penetradas
lasvellosidades intestinales, el estoma quedaalojadoen
la submucosa. La reaccién inflamatoria local esta me-
diada por modificaciones en el tono y didmetro decl
sistema vascular, lo que permite la salida de proteinasal
espacio extravascular. Las proteinas plasmaticas salen
porlasaperturas de las unidades endotelialesy compar-
ten junto con las células del exudado inflamatorio ¢l
espacio extravascular, El endotelio vascular del intesti-
no es de tipo fenestrado. Estos pequenios diafragmasno
parecen estar involucrados en la salida de las proteinas.
La evidencia morfologica en este experimento en cuan-
to a su integridad confirma esta posibilidad. Las parti-
culas de carbén de la tinta china circulando por los
vasos sanguineos alterados por el fenémeno
inflamatorio, escapan a través de los espacios que se
abren entre launién epitelial de las células endoteliales,
quedando en el espacio extravascular y alcanzando el
perimetro de ubicacién delabocadelos anquilostomas.
El'marcador de particulas de carbén fue visualizado en
el interior del aparato digestivo de los nematodos. Los
focos de microinflamacién originados por la presencia
de Ancylostoma caninum demuestran que tanto la salida
de proteinas como de eritrocitos, contribuyen a la



Figura 7. Micrografia electrénica de transmisién del exudado
inflamatorio crénico, ubicado cercade laboca del parasito. Parasitosis
natural. Un polimorfonuclear eosinéfilo (PNE) exhibe granulos de
secrecién en diferentes grados de evolucién (flechas) cerca del
aparato de Golgi. Rodeando al PNE, se encuentran células plasmaticas
morfolbgicamente activas por su desarrollo del reticulo endoplasmico
rugoso (rer). x 95.000

pérdida de hemoglobinayalbimina en forma inmedia-
ta y probablemente continia mientras el pardsito se
ubique en esa determinadazona. Larelacién del nime-
ro de pardsitos alojados en el intestino de diferentes
mamiferos, incluyendo alhombre, pueden explicar los
cuadros deanemia e hipoproteinemia delos individuos
parasitados.® La respuesta local inflamatoria vascular
ante la presencia de los parasitos, es semejante a la
inducida por productos quimicos depositados sobre la
mucosa intestinal, como la mostaza nitrogenada. Ese
fenémeno inflamatorio induce cambios de
permeabilidad y salida de proteinas por los espacios
endoteliales marcados con particulas de carbén.? El
paso de proteinas a través de las fenestras endoteliales,
podria contribuir a la pérdida de proteinas, ya que con
marcadores mas finos como la peroxidasa se ha demos-
trado su libre permeabilidad; sin embargo, esto parece
ser un fenémeno de tipo fisiologico y regulado, como
ocurre en el endotelio de los capilares glomerulares
renales. En ese sistema las proteinas que componen la
membrana basal constituyen la barrera de
permeabilidad.

[Laaccién traumitica de la penetracién genera cam-
bios inflamatorios perimetrales. La sobreproduccién
democo evidenciaalteraciones inflamatorias secretoras
locales, sin olvidar que también hay sangrado. Las
vellosidades cercanas y contiguas al pardsito se modifi-
can cn tamano y seguramente en su fisiologia, por lo
que, independientemente de la pérdida de
hemoglobinay otras proteinas, los procesos de absor-
cién necesariamente deben estar alterados. Los hibitos
alimenticios de los anquilostomas en cuanto a su cam-
bio constante de ubicacion en el intestino, ha recibido
la explicacion del posible rechazo inmune-inflamatorio.
En los estudios de la mucosa y submucosa intestinal de
las parasitosis naturales, se demuestra la participacién
activa de polimorfonucleares eosindfilos, células ceba-
das e infiltrado linfoplasmocitario.

Se ha comunicado que la participacién de los
eosindfilos en el exudado inflamatorio contribuye a
disminuir la hiperdilatacién vascular; de esta forma se
modera el fenémeno vascular inflamatorio agudo.l
Asimismo, la liberacién de enzimas proteoliticas al
medio inflamatorio contribuye a que el parisito se
retire de su ubicacion. Parece ser que los mecanismos
de regulacion y defensa de la inflamacién logran con-
trolar el foco inflamatorio local, haciendo que el pari-
sito se desprenda. Sin embargo, la agresion del
nematodo se realizard de nuevo a pocos centimetros,
reanudando el ciclo de cambios inflamatorios y perdu-
rando la pérdida de proteinas.

Abstract

With the aim to evaluate the early inflammatory
changes of the intestinal mucosa and submucosa after
the attachment of Ancylostoma caninum in the small
bowel, a modecl of a vascular marker was used by means
of the injection of India ink at 50% in saline solution in
the mesenteric artery. This artery irrigates a territory of
the intestine where the adultnematodeswere previously
placed 60 minutes before. Agroup of naturally infected
dogsand other dogs without parasites were also studied
using the same methodology. India ink particles were
predominantly found in the small blood vessels of the
submucosa with a range of 5 mm next to the parasite
attachment. The vascular response was evident with
dilatation and congestion of the bloodvessels, diapedesis
of erythrocytes and polymorphonuclear leucocytes.
Plasmatic proteins and carbon particles lcaked from
the vascular lumen by gaps in the endothelial cells. The
fenestra appeared normal and it did not apparently
participate in the active leakage. Natural attachmentof
the parasites was also characterized by acute vascular
changes and a chronic inflammatory cell response.
Hipoproteinemia and anemic processes, after
ancylostomiasis parasitism, may be explained in terms
of the continuously fluid of the protein extravasation
and protein ingestion by the parasites.
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