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Introducción

Las hepatitis han sido diagnosticadas
tanto en delfines de vida libre como
en cautividad (1, 6, 8, 16, 24, 30,).
Los desordenes hepáticos crónicos de
causa desconocida son comunes en
delfines y suelen estar caracterizados
clínicamente por pérdida de peso e
ictericia. Las lesiones hepáticas con-
sisten en la degeneración de hepatoci-
tos, cambios grasos y fibrosis. La
hepatitis aguda en delfines puede
estar causada por toxinas alimenticias
o ambientales, y agentes biológicos
como virus, bacterias, hongos y pará-
sitos. Generalmente, Los cambio his-
topatológicos del hígado pueden dar
una idea de la etiología de este tipo de
hepatitis en delfines (30). En todos
estos estudios previos, las formas
más comunes de hepatitis fueron
hepatitis no purulentas, hepatitis
intersticiales y pericolangitis subagu-
da o crónica. Sin embargo, solo en
algunos de éstos ha sido descrita la
hepatitis reactiva crónica no específi-
ca (NSRH) (16).

En mamíferos terrestres, la
NSRH es una forma de hepatitis cró-
nica que se define como una entidad
morfológica ampliamente distribuida
por el hígado, representando el resi-
duo de una enfermedad intrahepática
inflamatoria previa o una respuesta a
una variedad de procesos extrahepáti-
cos como por ejemplo enfermedades
febriles, inflamación en alguna parte
del lecho visceral o enfermedad celia-
ca (26, 27, 28, 32).

Los delfines, como otros cetáceos,
están 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
repercusión por sus efectos perjudicia-
les en la salud de los mamíferos mari-
nos (2, 3, 7, 12, 17, 18, 20, 31).

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

lógicos e histopatológicos del hígado.
Dichos estudios podrían proporcionar
una valiosa información sobre la
causa de hepatitis crónica y otras
enfermedades que afectan a mamífe-
ros marinos.

El propósito de este estudio con-
sistió en describir los cambios histo-
patológicos 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 número
de contaminantes en la grasa y el
hígado, y la presencia de otras infec-
ciones y enfermedades sistémicas.

Material y métodos 

Animales y estudio patológico 

Un total de 17 delfines mulares (9
machos y 8 hembras) fueron incluidos
en este estudio. El examen post-mor-
tem fue realizado según el protocolo
estándar para los cetáceos (25). Tres
muestras de cada hígado, así como de
los nódulos linfáticos 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 teñidas con hematoxilina-
eosina para su examen histopatológi-
co. El número de neutrófilos, linfoci-
tos y células plasmáticas presentes en
el infiltrado inflamatorio se contaron
en 15 campos seleccionados al azar de
640x, incluyendo espacios porta y
sinusoides hepáticos. 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 inmunohistoquímico

Las secciones seleccionadas fue-
ron teñidas 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
hepáticas (15). La actividad endóge-
na de la peroxidasa fue bloqueada por
la incubación en peróxido de hidróge-
no al 0.3% en metanol durante 30
minutos. La incubación en pronasa al
0.01% (Sigma Chemicals, St Louis,
MO, EEUU) durante 10 minutos a
temperatura ambiente fue utilizada
como método en la recuperación del
antígeno para todos los anticuerpos a
excepción del MHC de Clase II,
donde se aplicó incubación en ácido
cítrico al 0.01 M en microondas a
100º durante 7 minutos (Tabla 1).
Posteriormente, las secciones fueron
aclaradas en solución tampón 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 (20-25ºC).

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
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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 anti-
cuerpos anti-inmunoglobulina de ratón
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-
pón salino (pH 7.6) conteniendo peró-
xido de hidrógeno al 0.01%. Final-
mente, las secciones fueron aclaradas
en agua corriente, contrateñidas con
hematoxilina de Mayer y montadas
con Eukitt. Como controles negativos,
los anticuerpos primarios específicos
fueron sustituidos por un tampón fos-
fato salino de conejo o ratón. Como
controles positivos se utilizaron sec-
ciones de tejido procedentes de nódu-
los linfáticos mesentéricos de delfín y
humano. Las secciones de tejido de
animales sin evidencia de enfermedad
hepática fueron utilizadas como híga-
dos control.

Estudio toxicológico

Para llevar a cabo este estudio se ana-
lizaron muestras de grasa e hígado
para detectar las concentraciones de
PCB y DDT en 11 de 17 delfines
mulares. La concentración total de
PCB fue calculada como la suma de
11 derivados policlorados bifenílicos
(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
toxicológico de aquellas concentra-
ciones encontradas en otros estudios
en mamíferos marinos (5, 12, 18, 19).

Resultados

La hepatitis reactiva crónica no espe-
cífica (NSRH) fue diagnosticada en

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 única evidencia
macroscópica de esta enfermedad fue
un moderado aumento en el tamaño
del hígado. De acuerdo a la composi-
ción y gravedad del infiltrado infla-
matorio identificado en estos tejidos
se distinguieron dos tipos diferentes
de NSRH: Hepatitis reactiva activa
crónica no específica y hepatitis reac-
tiva crónica no específica.

Histologicamente, la NRSH esta-
ba compuesto por un infiltrado infla-
matorio en las áreas portales y en el
parénquima sin evidencias de necro-
sis hepatocelular; en el primer tipo
(hepatitis reactiva activa crónica no
específica) había un infiltrado leve-
moderado, compuesto principalmente
por neutrófilos en el estroma de las
áreas portales y de diferente intensi-
dad entre las mismas, que incluia
tractos portales normales, así como
de una leve a marcada proliferación
de leucocitos y células de Kupffer en
los sinusoides y algunos neutrófilos
en el estroma alrededor de las venas
hepáticas. En el segundo tipo (hepati-
tis crónica reactiva no específica), la
inflamación estaba compuesta por

células plasmáticas y linfocitos en el
estroma de las áreas portales, alrede-
dor de las venas hepáticas y también
dentro de los sinusoides hepáticos
(Fig. 1).

La hepatitis reactiva activa cróni-
ca no específica fue diagnosticada en
3 de los 17 animales del estudio;
donde también se detectó colangitis
parasitaria. Los cetáceos con severa
NRSH (una del tipo crónico y otra del
tipo activo) mostraron abundante
infiltrado inflamatorio de neutrófilos,
linfocitos y células plasmáticas en las
áreas portales y los sinusoides hepáti-
cos, en estos últimos se observaron
acúmulos intravasculares de linfocitos
y células plasmáticas (Fig. 1). 

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

Todos los animales diagnosticados
de NRSH presentaron algún proceso
extrahepático pre-existente que podía
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Figura 1. Hígado de delfín mular. Hepatitis reactivas crónicas no específica, infiltrado infla-
matorio en el estroma de areas portales (flecha) y sinusoides hepáticos, donde se identifican acu-
mulaciones de linfocitos y células plasmáticas (flecha). HE, Bar = 200 µm.
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haber influido en la aparición de las
NSRH (Tabla 2). De esta manera, se
observó una abundante infestación por
nasitrema spp en los sacos paranasales
de 3 de los animales con NRSH. Varios
tipos de neumonía fueron encontrados
en los cetáceos de este estudio. Seis de
estos casos con grave o leve infestación
por parásitos pulmonares (Pseudalius
inflexus y Stenurus minor), mostrando
lesiones macroscópicas e histológicas

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

No se detectaron antígenos para
Morbillivirus en ninguno de los ani-
males del presente estudio. El patrón
de inmunoreactividad y la distribución
de las células inmunomarcadas con
anticuerpos CD3, IgG, S-100, lisozi-
ma y MHC de Clase II fue muy simi-
lar en los nódulos linfáticos humanos
y de delfín mular. En los hígados con-
trol sólo se aislaron linfocitos T CD3+

y en menor cantidad células plasmáti-
cas IgG+ tanto en los espacios porta
como en los sinusoides hepáticos. El
MHC de Clase II fue expresado oca-
sionalmente por células dentríticas en
los espacios porta, mientras que la
lisozima era expresada por células de
Kuppfer, monocitos circulantes y
macrófagos aislados dentro de los
espacios porta. En las NSRH, el infil-
trado inflamatorio estaba compuesto
por células plasmáticas y algunos lin-
focitos localizados en el parénquima
hepático y las áreas portales. En estas
lesiones se encontraron pequeños gru-
pos de células T CD3+ tanto en los espa-
cios porta, como en los sinusoides
hepáticos (Figura 2). Algunos macró-
fagos en los espacios porta, así como
células de Kupffer, y ocasionalmente
monocitos circulantes fueron positi-
vos a lisozima. El anti-S100 pAb
reaccionó con un número variable de
linfocitos en las áreas portales y sinu-
soides hepáticos, así como con células
de Kupffer y células epiteliales de los
conductos biliares. Un escaso número
de macrófagos localizado en las áreas
portales, asi como de células de
Kupffer fueron positivos para el MHC
de Clase II. La mayoría de las células
plasmáticas observadas en las áreas
portales y los sinusoides hepáticos
fueron positivos para IgG (Figura 3).

Los niveles de compuestos orga-
noclorados (OCs) en el blubber y el
hígado de los delfines mulares se pre-
senta en la tabla 3. De todos estos
compuestos, fueron los PCBs los que
presentaban mayor concentración en
los tejidos analizados. En general, se
observo que los niveles de PCB en el
hígado eran menores que los encontra-
dos en el blubbler. En este último, los
niveles oscilaron entre 301 y 33,212

Tabla 3. DDTs y PCBs en blubber (ng g
-1

wet wt) e hígado (ng g
-1

wet wt) de

Tursiops truncatus y grado de NRSH.
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ng/g ww, mientras que en hígado se
situaron entre 373 y 52,374 ng/g ww.
Similar composición de derivados de
PCB fue identificada en los dos teji-
dos, aparentemente con gran contri-
bución de hexa y heptaclorobifenilos.
Dentro de los pesticidas organoclora-
dos, el DDT, estuvo presente en
mayor concentración (Tabla 3). La
concentración de DDTs en el blubber
oscilaron entre 147 y 21,050 ng /g
ww y en el hígado entre 220 y 3171
ng/g ww. El p,p´-DDE fue el compo-
nente, del grupo del DDT, con mayor
concentración en los dos tejidos ana-
lizados. 

Discusión

Los cambios hepáticos en la serie de
cetáceos estudiados fueron similares
a los hallados en un grupo de 14
ejemplares de delfín común (15). De
esta manera, la hepatitis reactiva cró-
nica no específica fue la lesión hepá-
tica más común en este estudio. Esta
lesión ha sido definida en humanos
(11, 13, 27, 28) y perros (9, 32) como
una entidad caracterizada por la pro-
liferación de células de Kupffer y la
presencia de granulocitos así como
células mononucleares diseminadas
por todo el parénquima hepático y el
estroma portal o perivenular, sin o
con minima evidencia de necrosis
hepática. La causa de este tipo de
hepatitis no es bien conocida y se han
sugerido diferentes etiologías inclu-
yendo endotoxinas debido a sepsis o
incremento de la absorción gastroin-
testinal, una reacción inmunológica
en el hígado por una enfermedad sis-
témica, enfermedades febriles o infla-
mación en el lecho visceral (32). 

Una variedad de procesos infla-
matorios hepáticos y extrahepáticos
fue hallado en los animales con
NRSH de nuestro estudio. Con fre-
cuencia se observaba la acumulación
de linfocitos y de células plasmáticas
intrasinusoidales en aquellos cetáce-
os con severa NSRH en asociación
con parasitosis de los conductos bilia-
res, parásitos pulmonares e infesta-
ción de sacos paranasales, así como

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

Los anticuerpos anti-CD3, IgG,
lisozima y proteína S100 expresaron
inmunoreacción en los cortes proce-
dentes de nódulos linfáticos de delfín,
con un patrón similar a la obtenida en
la especie de origen u otras especies
(29). Estos resultados sugieren que
estos anticuerpos son apropiados para
estudios inmunohistoquímicos en
tejidos fijados en formol. Esto es de
interés debido a la escasez del núme-
ro de anticuerpos de los leucocitos
utilizados en tejidos. El estudio inmu-
nohistoquímico reveló que la NSRH
estaba compuesta principalmente por
infiltración de células plasmáticas
IgG+ dentro de los sinusoides y en
los espacios porta, y en menor núme-
ro de linfocitos T CD3+ , principal-
mente localizados en los espacios
porta. En otras especies, como el
perro, la hepatitis crónica reactiva no
específica está también caracterizada
por un infiltrado linfoplasmocitario
en los espacios portales y sinusoides

hepáticos (9, 32); sin embargo, toda-
vía el inmunofenotipo de este infiltra-
do no ha sido descrito. La naturaleza
del infiltrado inflamatorio observado
en los cetáceos 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 bioacumulación de Ocs en
tejidos de delfines ha sido descrita en
delfines (10, 14, 39), pero las impli-
caciones patológicas no están del
todo claras (4, 37). Los niveles de
PCB y DDT en el blubber y el hígado
se consideraron en el rango medio
con respecto a otras poblaciones de
delfines (7, 35). La concentración de
PCB en el blubber de cuatro de nues-
tros delfines fue más elevada que la
concentración umbral establecida
para mamíferos marinos (21). En los
siete animales donde se detectaron
PCBs, también se observó NSRH.
Dos de los animales con mayor seve-
ridad de NSRH mostraron mayor
concentración de derivados de PCBs,
lo que podría 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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Figura 2. Hígado de delfín mular. Hepatitis reactivas crónicas no específica, se observan peque-
ños grupos de células  CD3+ T en espacios porta y sinusoides hepaticos.  ABC, Bar = 200 µm. 



Así, las concentraciones de DDTs en
el hígado de tres machos adultos (TT
78, TT 93, C124) fueron más del
doble de la dosis efectiva que produ-
ce desórdenes endocrinos en mamífe-
ros terrestres (22) y marinos (36).
Todos los animales analizados con
pesticidas organoclorados mostraron
NSRH, pero en éstos últimos la
NSRH fue más severa. Lesiones
hepáticas similares fueron observa-
das en especies salvajes como los
osos polares y los zorros árticos
expuestos a contaminantes orgánicos
persistentes en su dieta natural (33,
34) donde las lesiones más comunes
fueron hepatomegalia, esteatosis,
leve hiperplasia biliar e infiltración
vascular de leucocitos.

En conclusión, las hepatitis reac-
tivas crónicas no específicas fueron
observadas en animales con desórde-
nes extrahepáticos relacionados con
procesos infecciosos o parasitarios y
presencia de contaminantes persis-
tentes en el blubber y el hígado. Los
delfines con severa NSRH mostraron
los niveles más elevados de PCBs en
hígado. Aunque un efecto directo no
puede ser establecido para cualquiera
de estas etiologías es razonable pre-
sumir que la acción combinada de

estos contaminantes podría afectar a
la salud de los animales estudiados.
Grupos más amplios de animales debe-
rían ser estudiados para saber más sobre
los efectos fisiológicos de estos con-
taminantes en mamíferos marinos. 
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