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RESUMEN: Este trabajo describe los hallazgos macroscdpicos, histopatoldgicos e inmunohistoquimicos en lesio-
nes de hepatitis reactivas no especificas (NSRH) en 17 delfines mulares (Tursiops truncatus) varados en las cos-
tas de las Islas Canarias. La apariencia histoldogica de las NSRH estaba caracterizado por una proliferacion de
células de Kupffer y la presencia de granulocitos, asi como de linfocitos y células plasmaticas distribuidas por el
parénquima hepatico y en el estroma portal o perivenular, con o sin evidencia minima de necrosis de hepatoci-
tos. La NSRH fue diagnosticada en todos los animales del estudio, donde 14 de los 17 cetaceos del estudio eran
del tipo crénico, y los 3 restantes, presentaban la forma activa reactiva crénica. La NSRH presentaba un infil-
trado inflamatorio compuesto de linfocitos T CD3* y células plasmaticas IgG* en los espacios porta y sinusoides
hepaticos. El anticuerpo policlonal anti-S100 reaccioné con un nimero variable de linfocitos de los espacios porta
y los sinusoides hepaticos, asi como con las células de Kupffer y las células epiteliales de los conductos biliares.
La presencia de sustancias contaminantes, asi como las infestaciones parasitarias o infecciones encontradas en
el higado y otros 6rganos fueron asociadas con la NSRH.
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Non-specific chronic reactive hepatitis in Bottlenose Dolphins (Tursiops truncatus),
stranded in the Canary Islands: pathological and immunohistochemical study

SUMMARY: This paper describes the gross, histopathological and immunohistochemical features of non-speci-
fic reactive hepatitis (NSRH) lesions in 17 bottle-nosed dolphins (Tursiops truncatus) stranded on the coast of
Canary Islands (Spain). The histological appearance of NSRH was the proliferation of Kupffer cells and presen-
ce of granulocytes, as well as lymphocytes and plasma cells scattered thorough the liver parenchyma and in the
portal or perivenular stroma, without or with minimal evidence of hepatocyte necrosis. NSRH was diagnosed in
all the animals of the study, where 14 out of 17 showed the chronic reactive stage, and the remaining three ani-
mals presented the chronic reactive active stage. NSRH was composed of inflammatory infiltration of CD3+ T
lymphocytes and IgG+ plasma cells in portal spaces and hepatic sinusoids. The anti-S100 polyclonal antibody
reacted with a variable number of lymphocytes from portal areas and hepatic sinusoids, as well as with Kupffer
cells and epithelial cells of the bile ducts. The presence of persistent pollutants, as well as parasitic infestation
or infections in the liver was related with the incidence of NSRH in animals of the study.

Keys words: liver, dolphin, hepatitis, contaminants, immunohistochemistry.
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Introduccion

Las hepatitis han sido diagnosticadas
tanto en delfines de vida libre como
en cautividad (1, 6, 8, 16, 24, 30,).
Los desordenes hepaticos cronicos de
causa desconocida son comunes en
delfines y suelen estar caracterizados
clinicamente por pérdida de peso e
ictericia. Las lesiones hepaticas con-
sisten en la degeneracion de hepatoci-
tos, cambios grasos y fibrosis. La
hepatitis aguda en delfines puede
estar causada por toxinas alimenticias
o ambientales, y agentes biologicos
como virus, bacterias, hongos y para-
sitos. Generalmente, Los cambio his-
topatologicos del higado pueden dar
una idea de la etiologia de este tipo de
hepatitis en delfines (30). En todos
estos estudios previos, las formas
mas comunes de hepatitis fueron
hepatitis no purulentas, hepatitis
intersticiales y pericolangitis subagu-
da o cronica. Sin embargo, solo en
algunos de éstos ha sido descrita la
hepatitis reactiva cronica no especifi-
ca (NSRH) (16).

En mamiferos terrestres, la
NSRH es una forma de hepatitis cro-
nica que se define como una entidad
morfoldgica ampliamente distribuida
por el higado, representando el resi-
duo de una enfermedad intrahepatica
inflamatoria previa o una respuesta a
una variedad de procesos extrahepati-
cos como por ejemplo enfermedades
febriles, inflamacion en alguna parte
del lecho visceral o enfermedad celia-
ca (26, 27, 28, 32).

Los delfines, como otros cetaceos,
estan en la cima de la cadena alimen-
taria marina y pueden acumular conta-
minantes en sus tejidos durante su
vida. Los compuestos organoclorados
(OCs), especialmente bifenilos poli-
clorados (PCBs) y diclorodifeniltriclo-
roetanos (DDTs) han tenido una gran
repercusion por sus efectos perjudicia-
les en la salud de los mamiferos mari-
nos (2, 3,7, 12, 17, 18, 20, 31).

A pesar del gran nimero de estu-
dios toxicologicos realizados en del-
fines, no se han realizado trabajos
que correlacionen los estudios toxico-

logicos e histopatologicos del higado.
Dichos estudios podrian proporcionar
una valiosa informacion sobre la
causa de hepatitis cronica y otras
enfermedades que afectan a mamife-
ros marinos.

El proposito de este estudio con-
sisti6 en describir los cambios histo-
patologicos y la naturaleza del infil-
trado 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 niimero
de contaminantes en la grasa y el
higado, y la presencia de otras infec-
ciones y enfermedades sistémicas.

Material y métodos
Animales y estudio patolégico

Un total de 17 delfines mulares (9
machos y 8 hembras) fueron incluidos
en este estudio. El examen post-mor-
tem fue realizado segiin el protocolo
estandar para los cetaceos (25). Tres
muestras de cada higado, asi como de
los nodulos linfaticos fueron incluidos
en el estudio, para después ser fijadas
en formol al 10%, deshidratadas en
alcohol e incluidas en parafina. Las
secciones (4 mm de grosor) fueron
cortadas y tefiidas con hematoxilina-
eosina para su examen histopatologi-
co. El nimero de neutrofilos, linfoci-
tos y células plasmaticas presentes en
el infiltrado inflamatorio se contaron
en 15 campos seleccionados al azar de
640x, incluyendo espacios porta y
sinusoides hepaticos. Las NSRH fue-
ron clasificadas como leves, cuando

se observaban entre 20-50 células por
campo; moderadas (entre 50-75 célu-
las por campo) y severas (mas de 75
células por campo).

Estudio inmunohistoquimico

Las secciones seleccionadas fue-
ron tefiidas con el test de inmunope-
roxidasa para morbilivirus (23). El
método de la avidina-biotina-peroxi-
dasa (ABC) fue utilizado para estu-
diar el inmunofenotipo del infiltrado
inflamatorio presente en las lesiones
hepaticas (15). La actividad endoge-
na de la peroxidasa fue bloqueada por
la incubacion en peroxido de hidroge-
no al 0.3% en metanol durante 30
minutos. La incubacion en pronasa al
0.01% (Sigma Chemicals, St Louis,
MO, EEUU) durante 10 minutos a
temperatura ambiente fue utilizada
como método en la recuperacion del
antigeno para todos los anticuerpos a
excepcion del MHC de Clase II,
donde se aplico incubacion en acido
citrico al 0.01 M en microondas a
100° durante 7 minutos (Tabla 1).
Posteriormente, las secciones fueron
aclaradas en solucion tampon fosfato
salino (PBS) al 0.01 M, pH 7.2 ¢
incubadas durante 30 minutos con
suero normal de cabra al 10% (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA)
a temperatura ambiente (20-25°C).

Después 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.

Especificidad Especies Método de Dilucién Fuentet
de origen tratamiento*

CD3 (pAb) Humana Pronasa 1/200 Dako

1gG (pAb) Humana Pronasa 1/50 Dako

MHC Clase II (pAb) Humana Microondas 1/50 Daki

Proteina S100 (pAb) Bovina Pronasa 1/200 Dako

Lisozima (pAb) Humana Pronasa 1/250 Dako

* Mejor método de tratamiento de los tres testados para cada anticuerpo

1t Dako (Glostrup, Denmark).

pAb: anticuerpo policlonal; mAb: anticuerpo monoclonal
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anticuerpos policlonales primarios
(pAbs), mientras que este mismo
suero de cabra biotinilado para anti-
cuerpos anti-inmunoglobulina de raton
diluido en PBS (Dako) se utilizo como
reactivo secundario para los anticuer-
pos 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 diaminobencidi-
na (sigma), diluido al 0.035% en tam-
pon salino (pH 7.6) conteniendo pero-
xido de hidrégeno al 0.01%. Final-
mente, las secciones fueron aclaradas
en agua corriente, contratefiidas con
hematoxilina de Mayer y montadas
con Eukitt. Como controles negativos,
los anticuerpos primarios especificos
fueron sustituidos por un tamp6n fos-
fato salino de conejo o raton. Como
controles positivos se utilizaron sec-
ciones de tejido procedentes de nodu-
los linfaticos mesentéricos de delfin y
humano. Las secciones de tejido de
animales sin evidencia de enfermedad
hepatica fueron utilizadas como higa-
dos control.

Estudio toxicologico

Para llevar a cabo este estudio se ana-
lizaron muestras de grasa e higado
para detectar las concentraciones de
PCB y DDT en 11 de 17 delfines
mulares. La concentracion total de
PCB fue calculada como la suma de
11 derivados policlorados bifenilicos
(PCBs) (IUPAC # 28, 52, 101, 105,
118, 138, 149, 153, 156, 180 y 187).
Las concentraciones de DDTs se cal-
cularon como la suma de seis com-
puestos 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
toxicologico de aquellas concentra-
ciones encontradas en otros estudios
en mamiferos marinos (5, 12, 18, 19).

Resultados

La hepatitis reactiva cronica no espe-
cifica (NSRH) fue diagnosticada en

A Figura 1. Higado de delfin mular. Hepatitis reactivas cronicas no especifica, infiltrado infla-
matorio en el estroma de areas portales (flecha) y sinusoides hepaticos, donde se identifican acu-
mulaciones de linfocitos y células plasmaticas (flecha). HE, Bar = 200 pm.

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 tnica evidencia
macroscopica de esta enfermedad fue
un moderado aumento en el tamafio
del higado. De acuerdo a la composi-
cion y gravedad del infiltrado infla-
matorio identificado en estos tejidos
se distinguieron dos tipos diferentes
de NSRH: Hepatitis reactiva activa
cronica no especifica y hepatitis reac-
tiva cronica no especifica.
Histologicamente, la NRSH esta-
ba compuesto por un infiltrado infla-
matorio en las areas portales y en el
parénquima sin evidencias de necro-
sis hepatocelular; en el primer tipo
(hepatitis reactiva activa cronica no
especifica) habia un infiltrado leve-
moderado, compuesto principalmente
por neutréfilos en el estroma de las
areas portales y de diferente intensi-
dad entre las mismas, que incluia
tractos portales normales, asi como
de una leve a marcada proliferacion
de leucocitos y células de Kupffer en
los sinusoides y algunos neutréfilos
en el estroma alrededor de las venas
hepaticas. En el segundo tipo (hepati-
tis cronica reactiva no especifica), la
inflamacion estaba compuesta por

células plasmaticas y linfocitos en el
estroma de las areas portales, alrede-
dor de las venas hepaticas y también
dentro de los sinusoides hepaticos
(Fig. 1).

La hepatitis reactiva activa croni-
ca no especifica fue diagnosticada en
3 de los 17 animales del estudio;
donde también se detectd colangitis
parasitaria. Los ceticeos con severa
NRSH (una del tipo cronico y otra del
tipo activo) mostraron abundante
infiltrado inflamatorio de neutrofilos,
linfocitos y células plasmaticas en las
areas portales y los sinusoides hepati-
cos, en estos ultimos se observaron
acumulos intravasculares de linfocitos
y células plasmaticas (Fig. 1).

Cinco animales con NRSH mos-
traron parasitos en conductos biliares
que fueron identificados como
Campula spp.. Estos trematodos pro-
ducian un dafio severo en los conduc-
tos biliares, dando lugar a colangitis
focal supurativa, colangitis necroti-
zante severa o una colangitis cronica
granulomatosa. Estos parésitos tam-
bién fueron encontrados en los con-
ductos pancreaticos de dos de los ani-
males examinados con NRSH.

Todos los animales diagnosticados
de NRSH presentaron algin proceso
extrahepatico pre-existente que podia
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NSRH.

Tabla 2. Diagnostico de causas extrahepaticas en animales con diferente grado de

Diagnéstico

Sinusitis parasitaria

Pneumonia

Gastritis Enteritis

3(1,1, 1)

8(3,3,2,1,1,1,1, 1)

4(2,1,1,1) 2(@,1)

Tursiops truncatus y grado de NRSH.

(1) NSRH leve, (2) NSRH Moderada, (3) NSRH Severa

Tabla 3. DDTs y PCBs en blubber (ng g' wet wt) e higado (ng g' wet wt) de

(36,740)  (1,326)

Blubber Higado grado
PCBs DDT PCBs DDT NRSH
TT 43 -- - 1,035 460 1
301 147
TT 50 833 220 2
(990)* 147
19,970 15,592
TT 78 52,374 2,529 3
(107,549) (152,862) 3
TT 93 -- -- 6,638 3,171 3
1,972 950
TTC 94 2,028 706 1
(3,912)  (1,885)
33,212 21,050
TT 124 2,597 1,190 1
(136,679) (86,625)
10,133 3,347
TT 144 -- -- 1
(18,062) (5,977)
585 222
TT 145 -- -- 1
(1,069)  (406)
7269 6,830
TT 168 373 265 1
(12,664) (11,899)
7810 4,207
TT 171 -- -- 1
(14,021) (7,553)
12,859 464
TT 311 -- -- 1

haber influido en la aparicion de las
NSRH (Tabla 2). De esta manera, se
observo una abundante infestacion por
nasitrema spp en los sacos paranasales
de 3 de los animales con NRSH. Varios
tipos de neumonia fueron encontrados
en los cetaceos de este estudio. Seis de
estos casos con grave o leve infestacion
por parasitos pulmonares (Pseudalius
inflexus y Stenurus minor), mostrando
lesiones macroscopicas e histologicas

TT = Tursiops truncatus con su numero de referencia.
*En parentesis concentracion en grasa también en ng g-1 lipid wt.

consistentes con neumonia parasitaria,
mientras que otros 2 casos de neumonia
rean debidos a una infeccion bacteriana
(Corynebacterium spp. y, Staphylococ-
ccus spp.). Otros animales fueron diag-
nosticados de gastritis y/o enteritis; en 4
animales. la gastritis se debia a una
infestacion por el nematodo Anisakis
simplex. Otros 2 animales con NRSH
presentaron enteritis de etiologia desco-
nocida.

No se detectaron antigenos para
Morbillivirus en ninguno de los ani-
males del presente estudio. El patron
de inmunoreactividad y la distribucion
de las células inmunomarcadas con
anticuerpos CD3, IgG, S-100, lisozi-
ma y MHC de Clase II fue muy simi-
lar en los nédulos linfaticos humanos
y de delfin mular. En los higados con-
trol s6lo se aislaron linfocitos T CD3™
y en menor cantidad células plasmati-
cas IgG™" tanto en los espacios porta
como en los sinusoides hepaticos. El
MHC de Clase II fue expresado oca-
sionalmente por células dentriticas en
los espacios porta, mientras que la
lisozima era expresada por células de
Kuppfer, monocitos circulantes y
macrofagos aislados dentro de los
espacios porta. En las NSRH, el infil-
trado inflamatorio estaba compuesto
por células plasmaticas y algunos lin-
focitos localizados en el parénquima
hepatico y las areas portales. En estas
lesiones se encontraron pequefos gru-
pos de células T CD3™ tanto en los espa-
cios porta, como en los sinusoides
hepaticos (Figura 2). Algunos macro-
fagos en los espacios porta, asi como
células de Kupffer, y ocasionalmente
monocitos circulantes fueron positi-
vos a lisozima. El anti-S100 pAb
reacciond con un nimero variable de
linfocitos en las areas portales y sinu-
soides hepaticos, asi como con células
de Kupffer y células epiteliales de los
conductos biliares. Un escaso niimero
de macrofagos localizado en las areas
portales, asi como de células de
Kupffer fueron positivos para el MHC
de Clase II. La mayoria de las células
plasmaticas observadas en las areas
portales y los sinusoides hepaticos
fueron positivos para IgG (Figura 3).

Los niveles de compuestos orga-
noclorados (OCs) en el blubber y el
higado de los delfines mulares se pre-
senta en la tabla 3. De todos estos
compuestos, fueron los PCBs los que
presentaban mayor concentracion en
los tejidos analizados. En general, se
observo que los niveles de PCB en el
higado eran menores que los encontra-
dos en el blubbler. En este tltimo, los
niveles oscilaron entre 301 y 33,212
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ng/g ww, mientras que en higado se
situaron entre 373 y 52,374 ng/g ww.
Similar composicion de derivados de
PCB fue identificada en los dos teji-
dos, aparentemente con gran contri-
bucion de hexa y heptaclorobifenilos.
Dentro de los pesticidas organoclora-
dos, el DDT, estuvo presente en
mayor concentracion (Tabla 3). La
concentracion de DDTs en el blubber
oscilaron entre 147 y 21,050 ng /g
ww y en el higado entre 220 y 3171
ng/g ww. El p,p"-DDE fue el compo-
nente, del grupo del DDT, con mayor
concentracion en los dos tejidos ana-
lizados.

Discusion

Los cambios hepaticos en la serie de
cetaceos estudiados fueron similares
a los hallados en un grupo de 14
ejemplares de delfin comun (15). De
esta manera, la hepatitis reactiva cro-
nica no especifica fue la lesion hepa-
tica mas comun en este estudio. Esta
lesion ha sido definida en humanos
(11, 13, 27, 28) y perros (9, 32) como
una entidad caracterizada por la pro-
liferacion de células de Kupffer y la
presencia de granulocitos asi como
células mononucleares diseminadas
por todo el parénquima hepatico y el
estroma portal o perivenular, sin o
con minima evidencia de necrosis
hepatica. La causa de este tipo de
hepatitis no es bien conocida y se han
sugerido diferentes etiologias inclu-
yendo endotoxinas debido a sepsis o
incremento de la absorcion gastroin-
testinal, una reacciéon inmunoldgica
en el higado por una enfermedad sis-
témica, enfermedades febriles o infla-
macion en el lecho visceral (32).
Una variedad de procesos infla-
matorios hepaticos y extrahepaticos
fue hallado en los animales con
NRSH de nuestro estudio. Con fre-
cuencia se observaba la acumulacién
de linfocitos y de células plasmaticas
intrasinusoidales en aquellos cetace-
os con severa NSRH en asociacion
con parasitosis de los conductos bilia-
res, parasitos pulmonares e infesta-
cion de sacos paranasales, asi como
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Figura 2. Higado de delfin mular. Hepatitis reactivas cronicas no especifica, se observan peque-
flos grupos de células CD3" T en espacios porta y sinusoides hepaticos. ABC, Bar =200 um.

infecciones bacterianas. Por lo tanto,
este hallazgo, probablemente, sea
consecuencia de la persistencia local
o sistémica de la estimulacion antigé-
nica del sistema inmune causada por
la infeccion o la infestacion, lo cual
ha sido descrito en seres humanos
(28) y perros (9, 32).

Los anticuerpos anti-CD3, IgG,
lisozima y proteina S100 expresaron
inmunoreaccion en los cortes proce-
dentes de nodulos linfaticos de delfin,
con un patroén similar a la obtenida en
la especie de origen u otras especies
(29). Estos resultados sugieren que
estos anticuerpos son apropiados para
estudios inmunohistoquimicos en
tejidos fijados en formol. Esto es de
interés debido a la escasez del niime-
ro de anticuerpos de los leucocitos
utilizados en tejidos. El estudio inmu-
nohistoquimico reveld que la NSRH
estaba compuesta principalmente por
infiltracion de células plasmaticas
IgG" dentro de los sinusoides y en
los espacios porta, y en menor niime-
ro de linfocitos T CD3™ | principal-
mente localizados en los espacios
porta. En otras especies, como el
perro, la hepatitis cronica reactiva no
especifica esta también caracterizada
por un infiltrado linfoplasmocitario
en los espacios portales y sinusoides

hepaticos (9, 32); sin embargo, toda-
via el inmunofenotipo de este infiltra-
do no ha sido descrito. La naturaleza
del infiltrado inflamatorio observado
en los cetaceos de este estudio sugie-
re una respuesta humoral local ya que
las células IgG eran abundantes,
mientras que la cantidad variable de
linfocitos CD3™ indica una respuesta
celular local variable.

La bioacumulacion de Ocs en
tejidos de delfines ha sido descrita en
delfines (10, 14, 39), pero las impli-
caciones patologicas no estan del
todo claras (4, 37). Los niveles de
PCB y DDT en el blubber y el higado
se consideraron en el rango medio
con respecto a otras poblaciones de
delfines (7, 35). La concentracion de
PCB en el blubber de cuatro de nues-
tros delfines fue mas elevada que la
concentracion umbral establecida
para mamiferos marinos (21). En los
siete animales donde se detectaron
PCBs, también se observd NSRH.
Dos de los animales con mayor seve-
ridad de NSRH mostraron mayor
concentracion de derivados de PCBs,
lo que podria estar relacionado con la
patogenia de este proceso. Las con-
centraciones de DDT en algunos
machos adultos analizados en este
estudio puede haber sido peligrosa.
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IgG" (flechas). ABC, Bar =50 um.

Asi, las concentraciones de DDTs en
el higado de tres machos adultos (TT
78, TT 93, C124) fueron mas del
doble de la dosis efectiva que produ-
ce desordenes endocrinos en mamife-
ros terrestres (22) y marinos (36).
Todos los animales analizados con
pesticidas organoclorados mostraron
NSRH, pero en éstos ultimos la
NSRH fue mas severa. Lesiones
hepaticas similares fueron observa-
das en especies salvajes como los
0sos polares y los zorros articos
expuestos a contaminantes organicos
persistentes en su dieta natural (33,
34) donde las lesiones mas comunes
fueron hepatomegalia, esteatosis,
leve hiperplasia biliar e infiltracion
vascular de leucocitos.

En conclusion, las hepatitis reac-
tivas cronicas no especificas fueron
observadas en animales con desorde-
nes extrahepaticos relacionados con
procesos infecciosos o parasitarios y
presencia de contaminantes persis-
tentes en el blubber y el higado. Los
delfines con severa NSRH mostraron
los niveles mas elevados de PCBs en
higado. Aunque un efecto directo no
puede ser establecido para cualquiera
de estas etiologias es razonable pre-
sumir que la acciéon combinada de

L

X &
o

\)
.
o

L

Figura 3. Higado de delfin mular. Hepatitis reactivas cronicas no especificas, mostrando un
infiltrado inflamatorio en el parénquima hepatico compuesto por numerosas células plasmaticas

estos contaminantes podria afectar a
la salud de los animales estudiados.
Grupos mas amplios de animales debe-
rian ser estudiados para saber mas sobre
los efectos fisiologicos de estos con-
taminantes en mamiferos marinos.
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