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Introducci&oacute;n
Las hepatitis han sido diagnosticadas
tanto en delfines de vida libre como
en cautividad (1, 6, 8, 16, 24, 30,).
Los desordenes hep&aacute;ticos cr&oacute;nicos de
causa desconocida son comunes en
delfines y suelen estar caracterizados
cl&iacute;nicamente por p&eacute;rdida de peso e
ictericia. Las lesiones hep&aacute;ticas consisten en la degeneraci&oacute;n de hepatocitos, cambios grasos y fibrosis. La
hepatitis aguda en delfines puede
estar causada por toxinas alimenticias
o ambientales, y agentes biol&oacute;gicos
como virus, bacterias, hongos y par&aacute;sitos. Generalmente, Los cambio histopatol&oacute;gicos del h&iacute;gado pueden dar
una idea de la etiolog&iacute;a de este tipo de
hepatitis en delfines (30). En todos
estos estudios previos, las formas
m&aacute;s comunes de hepatitis fueron
hepatitis no purulentas, hepatitis
intersticiales y pericolangitis subaguda o cr&oacute;nica. Sin embargo, solo en
algunos de &eacute;stos ha sido descrita la
hepatitis reactiva cr&oacute;nica no espec&iacute;fica (NSRH) (16).
En mam&iacute;feros terrestres, la
NSRH es una forma de hepatitis cr&oacute;nica que se define como una entidad
morfol&oacute;gica ampliamente distribuida
por el h&iacute;gado, representando el residuo de una enfermedad intrahep&aacute;tica
inflamatoria previa o una respuesta a
una variedad de procesos extrahep&aacute;ticos como por ejemplo enfermedades
febriles, inflamaci&oacute;n en alguna parte
del lecho visceral o enfermedad celiaca (26, 27, 28, 32).
Los delfines, como otros cet&aacute;ceos,
est&aacute;n en la cima de la cadena alimentaria marina y pueden acumular contaminantes en sus tejidos durante su
vida. Los compuestos organoclorados
(OCs), especialmente bifenilos policlorados (PCBs) y diclorodifeniltricloroetanos (DDTs) han tenido una gran
repercusi&oacute;n por sus efectos perjudiciales en la salud de los mam&iacute;feros marinos (2, 3, 7, 12, 17, 18, 20, 31).
A pesar del gran n&uacute;mero de estudios toxicol&oacute;gicos realizados en delfines, no se han realizado trabajos
que correlacionen los estudios toxico-
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l&oacute;gicos e histopatol&oacute;gicos del h&iacute;gado.
Dichos estudios podr&iacute;an proporcionar
una valiosa informaci&oacute;n sobre la
causa de hepatitis cr&oacute;nica y otras
enfermedades que afectan a mam&iacute;feros marinos.
El prop&oacute;sito de este estudio consisti&oacute; en describir los cambios histopatol&oacute;gicos y la naturaleza del infiltrado inflamatorio en las lesiones de
NSRH observadas en 17 delfines
mulares varados en las Islas Canarias,
correlacionando la gravedad de la
NSRH con los niveles de un n&uacute;mero
de contaminantes en la grasa y el
h&iacute;gado, y la presencia de otras infecciones y enfermedades sist&eacute;micas.
Material y m&eacute;todos
Animales y estudio patol&oacute;gico
Un total de 17 delfines mulares (9
machos y 8 hembras) fueron incluidos
en este estudio. El examen post-mortem fue realizado seg&uacute;n el protocolo
est&aacute;ndar para los cet&aacute;ceos (25). Tres
muestras de cada h&iacute;gado, as&iacute; como de
los n&oacute;dulos linf&aacute;ticos fueron incluidos
en el estudio, para despu&eacute;s ser fijadas
en formol al 10%, deshidratadas en
alcohol e incluidas en parafina. Las
secciones (4 mm de grosor) fueron
cortadas y te&ntilde;idas con hematoxilinaeosina para su examen histopatol&oacute;gico. El n&uacute;mero de neutr&oacute;filos, linfocitos y c&eacute;lulas plasm&aacute;ticas presentes en
el infiltrado inflamatorio se contaron
en 15 campos seleccionados al azar de
640x, incluyendo espacios porta y
sinusoides hep&aacute;ticos. Las NSRH fueron clasificadas como leves, cuando
se observaban entre 20-50 c&eacute;lulas por
campo; moderadas (entre 50-75 c&eacute;lulas por campo) y severas (mas de 75
c&eacute;lulas por campo).
Estudio inmunohistoqu&iacute;mico
Las secciones seleccionadas fueron te&ntilde;idas con el test de inmunoperoxidasa para morbilivirus (23). El
m&eacute;todo de la avidina-biotina-peroxidasa (ABC) fue utilizado para estudiar el inmunofenotipo del infiltrado
inflamatorio presente en las lesiones
hep&aacute;ticas (15). La actividad end&oacute;gena de la peroxidasa fue bloqueada por
la incubaci&oacute;n en per&oacute;xido de hidr&oacute;geno al 0.3% en metanol durante 30
minutos. La incubaci&oacute;n en pronasa al
0.01% (Sigma Chemicals, St Louis,
MO, EEUU) durante 10 minutos a
temperatura ambiente fue utilizada
como m&eacute;todo en la recuperaci&oacute;n del
ant&iacute;geno para todos los anticuerpos a
excepci&oacute;n del MHC de Clase II,
donde se aplic&oacute; incubaci&oacute;n en &aacute;cido
c&iacute;trico al 0.01 M en microondas a
100&ordm; durante 7 minutos (Tabla 1).
Posteriormente, las secciones fueron
aclaradas en soluci&oacute;n tamp&oacute;n fosfato
salino (PBS) al 0.01 M, pH 7.2 e
incubadas durante 30 minutos con
suero normal de cabra al 10% (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA)
a temperatura ambiente (20-25&ordm;C).
Despu&eacute;s de tres aclarados en PBS,
un suero biotinilado de cabra para
anticuerpos anti-inmunoglobulina G
de conejo diluido en PBS (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA)
fue utilizado durante 30 minutos
como reactivo secundario para los
Tabla 1. Detalle de los anticuerpos primarios usados en este estudio.
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anticuerpos policlonales primarios
(pAbs), mientras que este mismo
suero de cabra biotinilado para anticuerpos anti-inmunoglobulina de rat&oacute;n
diluido en PBS (Dako) se utilizo como
reactivo secundario para los anticuerpos monoclonales primarios (mAbs)
durante 30 minutos. El complejo ABC
(vector) diluido en PBS fue aplicado
como tercer reactivo. Entonces, estas
secciones fueron incubadas con 33’ tetrahidrocloridro de diaminobencidina (sigma), diluido al 0.035% en tamp&oacute;n salino (pH 7.6) conteniendo per&oacute;xido de hidr&oacute;geno al 0.01%. Finalmente, las secciones fueron aclaradas
en agua corriente, contrate&ntilde;idas con
hematoxilina de Mayer y montadas
con Eukitt. Como controles negativos,
los anticuerpos primarios espec&iacute;ficos
fueron sustituidos por un tamp&oacute;n fosfato salino de conejo o rat&oacute;n. Como
controles positivos se utilizaron secciones de tejido procedentes de n&oacute;dulos linf&aacute;ticos mesent&eacute;ricos de delf&iacute;n y
humano. Las secciones de tejido de
animales sin evidencia de enfermedad
hep&aacute;tica fueron utilizadas como h&iacute;gados control.
Estudio toxicol&oacute;gico
Para llevar a cabo este estudio se analizaron muestras de grasa e h&iacute;gado
para detectar las concentraciones de
PCB y DDT en 11 de 17 delfines
mulares. La concentraci&oacute;n total de
PCB fue calculada como la suma de
11 derivados policlorados bifen&iacute;licos
(PCBs) (IUPAC # 28, 52, 101, 105,
118, 138, 149, 153, 156, 180 y 187).
Las concentraciones de DDTs se calcularon como la suma de seis compuestos de DDT (pp’-DDE, pp’DDT, pp’-DDD, op’-DDE op’-DDT,
op’-DDD). Los niveles de PCB y
DDT se compararon con el umbral
toxicol&oacute;gico de aquellas concentraciones encontradas en otros estudios
en mam&iacute;feros marinos (5, 12, 18, 19).
Resultados
La hepatitis reactiva cr&oacute;nica no espec&iacute;fica (NSRH) fue diagnosticada en
Figura 1. H&iacute;gado de delf&iacute;n mular. Hepatitis reactivas cr&oacute;nicas no espec&iacute;fica, infiltrado inflamatorio en el estroma de areas portales (flecha) y sinusoides hep&aacute;ticos, donde se identifican acumulaciones de linfocitos y c&eacute;lulas plasm&aacute;ticas (flecha). HE, Bar = 200 &micro;m.
todos los animales examinados,
donde se observo como 2 de las 17
eran severas, otras 2 eran moderadas,
y las restantes fueron consideradas
como leves. La &uacute;nica evidencia
macrosc&oacute;pica de esta enfermedad fue
un moderado aumento en el tama&ntilde;o
del h&iacute;gado. De acuerdo a la composici&oacute;n y gravedad del infiltrado inflamatorio identificado en estos tejidos
se distinguieron dos tipos diferentes
de NSRH: Hepatitis reactiva activa
cr&oacute;nica no espec&iacute;fica y hepatitis reactiva cr&oacute;nica no espec&iacute;fica.
Histologicamente, la NRSH estaba compuesto por un infiltrado inflamatorio en las &aacute;reas portales y en el
par&eacute;nquima sin evidencias de necrosis hepatocelular; en el primer tipo
(hepatitis reactiva activa cr&oacute;nica no
espec&iacute;fica) hab&iacute;a un infiltrado levemoderado, compuesto principalmente
por neutr&oacute;filos en el estroma de las
&aacute;reas portales y de diferente intensidad entre las mismas, que incluia
tractos portales normales, as&iacute; como
de una leve a marcada proliferaci&oacute;n
de leucocitos y c&eacute;lulas de Kupffer en
los sinusoides y algunos neutr&oacute;filos
en el estroma alrededor de las venas
hep&aacute;ticas. En el segundo tipo (hepatitis cr&oacute;nica reactiva no espec&iacute;fica), la
inflamaci&oacute;n estaba compuesta por
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c&eacute;lulas plasm&aacute;ticas y linfocitos en el
estroma de las &aacute;reas portales, alrededor de las venas hep&aacute;ticas y tambi&eacute;n
dentro de los sinusoides hep&aacute;ticos
(Fig. 1).
La hepatitis reactiva activa cr&oacute;nica no espec&iacute;fica fue diagnosticada en
3 de los 17 animales del estudio;
donde tambi&eacute;n se detect&oacute; colangitis
parasitaria. Los cet&aacute;ceos con severa
NRSH (una del tipo cr&oacute;nico y otra del
tipo activo) mostraron abundante
infiltrado inflamatorio de neutr&oacute;filos,
linfocitos y c&eacute;lulas plasm&aacute;ticas en las
&aacute;reas portales y los sinusoides hep&aacute;ticos, en estos &uacute;ltimos se observaron
ac&uacute;mulos intravasculares de linfocitos
y c&eacute;lulas plasm&aacute;ticas (Fig. 1).
Cinco animales con NRSH mostraron par&aacute;sitos en conductos biliares
que fueron identificados como
Campula spp.. Estos trematodos producian un da&ntilde;o severo en los conductos biliares, dando lugar a colangitis
focal supurativa, colangitis necrotizante severa o una colangitis cr&oacute;nica
granulomatosa. Estos par&aacute;sitos tambi&eacute;n fueron encontrados en los conductos pancre&aacute;ticos de dos de los animales examinados con NRSH.
Todos los animales diagnosticados
de NRSH presentaron alg&uacute;n proceso
extrahep&aacute;tico pre-existente que pod&iacute;a
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Tabla 2. Diagn&oacute;stico de causas extrahepaticas en animales con diferente grado de
NSRH.
Tabla 3. DDTs y PCBs en blubber (ng g-1 wet wt) e h&iacute;gado (ng g-1 wet wt) de
Tursiops truncatus y grado de NRSH.
haber influido en la aparici&oacute;n de las
NSRH (Tabla 2). De esta manera, se
observ&oacute; una abundante infestaci&oacute;n por
nasitrema spp en los sacos paranasales
de 3 de los animales con NRSH. Varios
tipos de neumon&iacute;a fueron encontrados
en los cet&aacute;ceos de este estudio. Seis de
estos casos con grave o leve infestaci&oacute;n
por par&aacute;sitos pulmonares (Pseudalius
inflexus y Stenurus minor), mostrando
lesiones macrosc&oacute;picas e histol&oacute;gicas
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consistentes con neumon&iacute;a parasitaria,
mientras que otros 2 casos de neumon&iacute;a
rean debidos a una infecci&oacute;n bacteriana
(Corynebacterium spp. y, Staphylococccus spp.). Otros animales fueron diagnosticados de gastritis y/o enteritis; en 4
animales. la gastritis se deb&iacute;a a una
infestaci&oacute;n por el nematodo Anisakis
simplex. Otros 2 animales con NRSH
presentaron enteritis de etiolog&iacute;a desconocida.
- N&uacute;mero 8
No se detectaron ant&iacute;genos para
Morbillivirus en ninguno de los animales del presente estudio. El patr&oacute;n
de inmunoreactividad y la distribuci&oacute;n
de las c&eacute;lulas inmunomarcadas con
anticuerpos CD3, IgG, S-100, lisozima y MHC de Clase II fue muy similar en los n&oacute;dulos linf&aacute;ticos humanos
y de delf&iacute;n mular. En los h&iacute;gados control s&oacute;lo se aislaron linfocitos T CD3+
y en menor cantidad c&eacute;lulas plasm&aacute;ticas IgG+ tanto en los espacios porta
como en los sinusoides hep&aacute;ticos. El
MHC de Clase II fue expresado ocasionalmente por c&eacute;lulas dentr&iacute;ticas en
los espacios porta, mientras que la
lisozima era expresada por c&eacute;lulas de
Kuppfer, monocitos circulantes y
macr&oacute;fagos aislados dentro de los
espacios porta. En las NSRH, el infiltrado inflamatorio estaba compuesto
por c&eacute;lulas plasm&aacute;ticas y algunos linfocitos localizados en el par&eacute;nquima
hep&aacute;tico y las &aacute;reas portales. En estas
lesiones se encontraron peque&ntilde;os grupos de c&eacute;lulas T CD3+ tanto en los espacios porta, como en los sinusoides
hep&aacute;ticos (Figura 2). Algunos macr&oacute;fagos en los espacios porta, as&iacute; como
c&eacute;lulas de Kupffer, y ocasionalmente
monocitos circulantes fueron positivos a lisozima. El anti-S100 pAb
reaccion&oacute; con un n&uacute;mero variable de
linfocitos en las &aacute;reas portales y sinusoides hep&aacute;ticos, as&iacute; como con c&eacute;lulas
de Kupffer y c&eacute;lulas epiteliales de los
conductos biliares. Un escaso n&uacute;mero
de macr&oacute;fagos localizado en las &aacute;reas
portales, asi como de c&eacute;lulas de
Kupffer fueron positivos para el MHC
de Clase II. La mayor&iacute;a de las c&eacute;lulas
plasm&aacute;ticas observadas en las &aacute;reas
portales y los sinusoides hep&aacute;ticos
fueron positivos para IgG (Figura 3).
Los niveles de compuestos organoclorados (OCs) en el blubber y el
h&iacute;gado de los delfines mulares se presenta en la tabla 3. De todos estos
compuestos, fueron los PCBs los que
presentaban mayor concentraci&oacute;n en
los tejidos analizados. En general, se
observo que los niveles de PCB en el
h&iacute;gado eran menores que los encontrados en el blubbler. En este &uacute;ltimo, los
niveles oscilaron entre 301 y 33,212
ng/g ww, mientras que en h&iacute;gado se
situaron entre 373 y 52,374 ng/g ww.
Similar composici&oacute;n de derivados de
PCB fue identificada en los dos tejidos, aparentemente con gran contribuci&oacute;n de hexa y heptaclorobifenilos.
Dentro de los pesticidas organoclorados, el DDT, estuvo presente en
mayor concentraci&oacute;n (Tabla 3). La
concentraci&oacute;n de DDTs en el blubber
oscilaron entre 147 y 21,050 ng /g
ww y en el h&iacute;gado entre 220 y 3171
ng/g ww. El p,p&acute;-DDE fue el componente, del grupo del DDT, con mayor
concentraci&oacute;n en los dos tejidos analizados.
Discusi&oacute;n
Los cambios hep&aacute;ticos en la serie de
cet&aacute;ceos estudiados fueron similares
a los hallados en un grupo de 14
ejemplares de delf&iacute;n com&uacute;n (15). De
esta manera, la hepatitis reactiva cr&oacute;nica no espec&iacute;fica fue la lesi&oacute;n hep&aacute;tica m&aacute;s com&uacute;n en este estudio. Esta
lesi&oacute;n ha sido definida en humanos
(11, 13, 27, 28) y perros (9, 32) como
una entidad caracterizada por la proliferaci&oacute;n de c&eacute;lulas de Kupffer y la
presencia de granulocitos as&iacute; como
c&eacute;lulas mononucleares diseminadas
por todo el par&eacute;nquima hep&aacute;tico y el
estroma portal o perivenular, sin o
con minima evidencia de necrosis
hep&aacute;tica. La causa de este tipo de
hepatitis no es bien conocida y se han
sugerido diferentes etiolog&iacute;as incluyendo endotoxinas debido a sepsis o
incremento de la absorci&oacute;n gastrointestinal, una reacci&oacute;n inmunol&oacute;gica
en el h&iacute;gado por una enfermedad sist&eacute;mica, enfermedades febriles o inflamaci&oacute;n en el lecho visceral (32).
Una variedad de procesos inflamatorios hep&aacute;ticos y extrahep&aacute;ticos
fue hallado en los animales con
NRSH de nuestro estudio. Con frecuencia se observaba la acumulaci&oacute;n
de linfocitos y de c&eacute;lulas plasm&aacute;ticas
intrasinusoidales en aquellos cet&aacute;ceos con severa NSRH en asociaci&oacute;n
con parasitosis de los conductos biliares, par&aacute;sitos pulmonares e infestaci&oacute;n de sacos paranasales, as&iacute; como
Figura 2. H&iacute;gado de delf&iacute;n mular. Hepatitis reactivas cr&oacute;nicas no espec&iacute;fica, se observan peque&ntilde;os grupos de c&eacute;lulas CD3+ T en espacios porta y sinusoides hepaticos. ABC, Bar = 200 &micro;m.
infecciones bacterianas. Por lo tanto,
este hallazgo, probablemente, sea
consecuencia de la persistencia local
o sist&eacute;mica de la estimulaci&oacute;n antig&eacute;nica del sistema inmune causada por
la infecci&oacute;n o la infestaci&oacute;n, lo cual
ha sido descrito en seres humanos
(28) y perros (9, 32).
Los anticuerpos anti-CD3, IgG,
lisozima y prote&iacute;na S100 expresaron
inmunoreacci&oacute;n en los cortes procedentes de n&oacute;dulos linf&aacute;ticos de delf&iacute;n,
con un patr&oacute;n similar a la obtenida en
la especie de origen u otras especies
(29). Estos resultados sugieren que
estos anticuerpos son apropiados para
estudios inmunohistoqu&iacute;micos en
tejidos fijados en formol. Esto es de
inter&eacute;s debido a la escasez del n&uacute;mero de anticuerpos de los leucocitos
utilizados en tejidos. El estudio inmunohistoqu&iacute;mico revel&oacute; que la NSRH
estaba compuesta principalmente por
infiltraci&oacute;n de c&eacute;lulas plasm&aacute;ticas
IgG+ dentro de los sinusoides y en
los espacios porta, y en menor n&uacute;mero de linfocitos T CD3+ , principalmente localizados en los espacios
porta. En otras especies, como el
perro, la hepatitis cr&oacute;nica reactiva no
espec&iacute;fica est&aacute; tambi&eacute;n caracterizada
por un infiltrado linfoplasmocitario
en los espacios portales y sinusoides
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hep&aacute;ticos (9, 32); sin embargo, todav&iacute;a el inmunofenotipo de este infiltrado no ha sido descrito. La naturaleza
del infiltrado inflamatorio observado
en los cet&aacute;ceos de este estudio sugiere una respuesta humoral local ya que
las c&eacute;lulas IgG eran abundantes,
mientras que la cantidad variable de
linfocitos CD3+ indica una respuesta
celular local variable.
La bioacumulaci&oacute;n de Ocs en
tejidos de delfines ha sido descrita en
delfines (10, 14, 39), pero las implicaciones patol&oacute;gicas no est&aacute;n del
todo claras (4, 37). Los niveles de
PCB y DDT en el blubber y el h&iacute;gado
se consideraron en el rango medio
con respecto a otras poblaciones de
delfines (7, 35). La concentraci&oacute;n de
PCB en el blubber de cuatro de nuestros delfines fue m&aacute;s elevada que la
concentraci&oacute;n umbral establecida
para mam&iacute;feros marinos (21). En los
siete animales donde se detectaron
PCBs, tambi&eacute;n se observ&oacute; NSRH.
Dos de los animales con mayor severidad de NSRH mostraron mayor
concentraci&oacute;n de derivados de PCBs,
lo que podr&iacute;a estar relacionado con la
patogenia de este proceso. Las concentraciones de DDT en algunos
machos adultos analizados en este
estudio puede haber sido peligrosa.
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Figura 3. H&iacute;gado de delf&iacute;n mular. Hepatitis reactivas cr&oacute;nicas no espec&iacute;ficas, mostrando un
infiltrado inflamatorio en el par&eacute;nquima hep&aacute;tico compuesto por numerosas c&eacute;lulas plasm&aacute;ticas
IgG+ (flechas). ABC, Bar = 50 &micro;m.
As&iacute;, las concentraciones de DDTs en
el h&iacute;gado de tres machos adultos (TT
78, TT 93, C124) fueron m&aacute;s del
doble de la dosis efectiva que produce des&oacute;rdenes endocrinos en mam&iacute;feros terrestres (22) y marinos (36).
Todos los animales analizados con
pesticidas organoclorados mostraron
NSRH, pero en &eacute;stos &uacute;ltimos la
NSRH fue m&aacute;s severa. Lesiones
hep&aacute;ticas similares fueron observadas en especies salvajes como los
osos polares y los zorros &aacute;rticos
expuestos a contaminantes org&aacute;nicos
persistentes en su dieta natural (33,
34) donde las lesiones m&aacute;s comunes
fueron hepatomegalia, esteatosis,
leve hiperplasia biliar e infiltraci&oacute;n
vascular de leucocitos.
En conclusi&oacute;n, las hepatitis reactivas cr&oacute;nicas no espec&iacute;ficas fueron
observadas en animales con des&oacute;rdenes extrahep&aacute;ticos relacionados con
procesos infecciosos o parasitarios y
presencia de contaminantes persistentes en el blubber y el h&iacute;gado. Los
delfines con severa NSRH mostraron
los niveles m&aacute;s elevados de PCBs en
h&iacute;gado. Aunque un efecto directo no
puede ser establecido para cualquiera
de estas etiolog&iacute;as es razonable presumir que la acci&oacute;n combinada de
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estos contaminantes podr&iacute;a afectar a
la salud de los animales estudiados.
Grupos m&aacute;s amplios de animales deber&iacute;an ser estudiados para saber m&aacute;s sobre
los efectos fisiol&oacute;gicos de estos contaminantes en mam&iacute;feros marinos.
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