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Resumen

En el complejo lechero de Tizayuca se ha observado un incremento de fibrosis
hepatica pero se desconocen los hallazgos microscopicos correspondientes. Existen
sistemas de puntaje estandarizados para establecer el grado de lesiones necroinflamatorias
hepéticas y la etapa de la fibrosis que facilitan la evaluacion microscépica y proporcionan
un panorama para dilucidar aspectos de patogénesis. Para determinar el grado y la etapa de
lesiones hepaticas fueron evaluadas muestras hepaticas fijadas en formalina, incluidas en
parafina y tefiidas con H&E de 50 vacas de la cuenca de Tizayuca con lesiones
macroscopicas. El puntaje del grado de actividad necroinflamatoria fue de 0-18 con base a
la severidad y extension de la inflamacion de interface y portal, de la necrosis y/o
inflamacion focal, y de la necrosis confluente. El puntaje de la etapa de fibrosis fue de 0-6
con base a la distribucion y extension de la fibrosis presente. La inflamacion de interface
asi como la necrosis confluente fueron comunes. La actividad necroinflamatoria fue
moderada y la fibrosis fue predominantemente inicial, ambas con un rango ligero a
moderado. Sin embargo, hubo un ndmero significativo de casos con fibrosis avanzada y
terminal. Los hallazgos son sugestivos de hepatotoxicidad ya sea por toxicos de accion
directa (necrosis periseptal, zona 1) o por productos de biotransformacion por citocromo P-
450 (necrosis confluente, zona 3). Las lesiones en zona 3 son sugestivas de aflatoxicosis y
presencia de Clostridium hemolyticum. Por otro lado, la lipidosis, generada por la
produccion lactea intensiva, pudo promover una mayor susceptibilidad al dafio toxico. El
sistema para la evaluacién estandarizada de la enfermedad hepatica cronica bovina fue util,
la relacién de este esquema con los aspectos etiopatogénicos requiere de una investigacion

posterior.
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Introduccion

El higado es la glandula méas grande en el cuerpo de los bovinos. En adultos, el
higado pesa 2% promedio de su peso corporal total (Cullen, et al 2001). El higado es un
organo parenquimatoso, altamente vascularizado cuyo numero y disposicion de I6bulos
varian considerablemente entre las distintas especies. El higado se abastece con la sangre de
dos fuentes. La vena porta drena el tracto digestivo, el pancreas y el bazo y proporciona el
60% y el 70% del total del flujo sanguineo hepatico. Es responsable del mantenimiento de
la homeostasis metabdlica debido a que esté a cargo del procesamiento de los aminoécidos,
carbohidratos, lipidos, vitaminas, sintesis de proteinas asi como de la destoxificacion de los
productos de desecho (Cullen, et al, 2001, Senties, et al, 2004). En rumiantes, el higado se
desplaza a su lado derecho de la cavidad abdominal craneal. Una serie de ligamentos
mantiene al higado en su posicion. El ligamento coronario (derecha) y los ligamentos

triangulares (izquierda) unen al higado al diafragma cerca del es6fago (Cullen, et al, 2001).
ZONAS ANATOMICAS.

El higado tiene un componente epitelial que son los hepatocitos, un revestimiento
endotelial (que en el higado se distingue por fenestras o poros), los macréfagos tisulares
(células de Kupffer), y una célula mesenquimal perivascular que son las células estrelladas
(células Ito, lipocitos). Los elementos celulares del higado se organizan en el sinusoide, o la
unidad microvascular, con el espacio subendotelial de Disse que separa el epitelio

(hepatocitos) desde el endotelio sinusoidal (Friedman, 2008).

Las unidades funcionales (Figura 1A) que se observan a nivel vascular sinusoidal se
denominan lobulillos o acines (singular acino). El l6bulo mas habitual esta formado por
hepatocitos en una estructura anatdbmica formada por seis lados, con una vénula en el centro
y limitado periféricamente por un septo de tejido conectivo (Hayes, 2007). Estos estan
delimitados por células endoteliales que forman sinusoides los cuales difieren de un capilar
normal por presentar fenestraciones, caracteristica indispensable para mantener el higado

en oOptimo estado funcional. El acino es una unidad anatomica que representa el dominio
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funcional en relacion con la proximidad de los hepatocitos al suministro de sangre (Figura
1B). La zona 1 (zona periportal) es adyacente a la entrada portal y estd expuesto a mayor
concentracion de oxigeno, insulina, glucagén y aminoacidos (Stalker, 2007); la zona 3
(centrolobulillar) es adyacente a la vénula hepatica terminal, (procesos que demanda menos
oxigeno). La zona 2 es una zona intermedia de la transicion que incluye selectivamente

algunas funciones y cambios degenerativos (Cullen, et al, 2001, Stalker 2007).

Tabla 1. Funciones de los hepatocitos segln la zona en que se localizan.
Zona 1 | Zona 3

Oxidacion de acidos grasos Conjugacion de glutation
Gluconeogénesis Glucolisis

Metabolismo energético oxidativo Glucuronidacién
Metabolismo aerobio La mayoria citocromo P-450
Peroxidacion de glutation Lipogénesis

Produccion de acidos biliares
Sintesis de la urea

Sintesis del colesterol
Sintesis proteica

1.obulillo
hepatico

- Vénulz porta terminal

B % ’ t\ — Arteria henatica

Conducto biiiar

Figura 1. Zonas anatomicas
A. Interrelacién del 16bulo hepético con el acino (VC: vena central, EP: espacio porta.
B. Acino hepatica. (Modificado de Vishwanath R, 2001)
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La capsula de Glisson forma parte del tejido conectivo de la superficie y del estroma
vascular de los tractos portales del higado. Estos se nutren mediante los fluidos formados y
procesados en el espacio perisinusoidal y drenado por tejido linfatico, que abandona el
higado principalmente a través del ileo portal hacia los vasos linfaticos hepaticos y al
conducto toracico. Los sinusoides dejan escapar un trasudado rico en proteinas dentro del
espacio Disse. Esto se debe en parte a que las proteinas del plasma no son totalmente
impermeables al epitelio sinusoidal fenestrado, y porque los hepatocitos pueden secretar
proteinas dentro del espacio perisinusoidal. Cuando la presién sinusoidal y perisinusoidal
se incrementa, por ejemplo, en la insuficiencia cardiaca derecha, o por obstruccion del flujo
venoso hepatico o hipertension portal debido a la fistula arterio-venosa, el liquido
intersticial hepatico se puede redistribuir hacia la cavidad peritoneal como un trasudado

bajo en proteinas provocando un fenémeno conocido como ascitis (Hayes, 2007).

Los hepatocitos son células grandes con abundante citoplasma rico en mitocondrias,
reticulo endoplasmico liso y rugoso, lisosomas, peroxisomas, aparato de golgi y vesiculas
de transporte. EIl citosol contiene cantidades variables de glucégeno almacenado,
triglicéridos y distintas proteinas, tales como la ferritina y proteinas fijadoras de hierro. Las
membranas plasmaticas de los hepatocitos tienen diferentes superficies especializadas, o
dominios, que expresan diferentes moléculas de adhesion celular (MAC). En el espacio de
Disse, se puede observar una mezcla organizada de proteinas denominada matriz
extracelular (MEC), formada principalmente por colageno I, Ill, IV y otros constituyentes
como proteoglicanos, fibronectina, laminina, (Cullen, et al, 2001; Ramos, et al, 2005). Es
escencial para mantener la funcion diferenciada de todas las células hépaticas (Friedman,
2000). La MEC tiene contacto directo con la lamina basal y debido a su disposicién no
fibrilar hace posible el intercambio de moléculas entre los hepatocitos, en un flujo

semicontinuo que resulta fundamental para el mantenimiento de las funciones hepaticas.

Dentro del espacio de Disse, se encuentran las células de Kupffer son una poblacion
especializada de macrofagos localizados principalmente en los puntos de amplificacion de
los vasos sinusoidales, donde estan en contacto directo con la sangre portal que se mueve
lentamente. Estas células cooperan con los neutrofilos para la eliminacion de bacterias de la

sangre. De este modo el higado representa el “Organo filtrador”. Las bacterias patogenas
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que no son efectivamente eliminadas por las células de Kupffer pasan a los sinusoides,
originando una necrosis local o inflamacion. Otras funciones de estas células son (Hayes
2007):

Una vez activadas, secretan citocinas pro-inflamatorias tales como la interleucina-1

(IL-1), IL-6, factor de necrosis tumoral (TNF) y oOxido nitrico (NO) que ejercen
accion paracrina a las células circundantes. Estas citocinas son importantes
mediadores de la respuesta de fase aguda, de algunos aspectos de la inmunidad y de
la respuesta regenerativa de los tejidos. Este ultimo, dilata los vasos de otros tejidos
y contribuye a la hipotensién observada en sindromes de respuesta inflamatoria
sistémica.
Reactivan en respuesta a sustancias bioldgicas activas como lipopolisacaridos
bacterianos
Secuestran particulas y fagocitan células que sufren apoptosis y células necréticas.
Adicionalmente, en el espacio perisinusoidal se encuentran las células estelares
(estrelladas) hepaticas (HSC, en ingles), descritas por primera vez por von Kupffer, las
cuales son células perisinusoidales de almacenamiento de grasa que también son conocidas
como células Ito (Senties, et al, 2004). Este tipo de células son de especial importancia ya
que desempefian un papel central en el desarrollo de la fibrosis hepéatica. En estado de
reposo producen y mantienen los constituyentes de la MEC, y almacenan gotas de lipidos
ricas en vitamina A. Las HSC tienen un origen embriolégico, con evidencias recientes que
sugieren que se derivan de la crestaneural, ya que expresan la proteina glial fibrilar acida y
nestina (Niki, et al 1999). Son responsables principalmente de la generacion de un exceso
de MEC en ciertas situaciones patolégicas como en la cirrosis. Las HSC alteran su fenotipo
diferenciado cuando son activadas por la accion paracrina de citocinas pro-inflamatorias
secretadas por células de Kupffer activadas. De este modo, las HSC secretan varios factores
que promueven la reparacion tisular y la deposicion de MEC, se enriquecen con un
citoesqueleto contractil similar al de los fibroblastos y producen cantidades crecientes de
MEC densamente compactas que transforman los vasos que forman capilares menos
permeables, limitando considerablemente el flujo de sangre microvascular. Los animales
con distintas formas de lesiones hepaticas, sufren a menudo algin grado de activacion

proliferativa de las células Ito. Sin embargo, la MEC que se deposita en el espacio
o}
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perisinusoidal raramente es del grado que se observa en las cirrosis graves originadas por el

alcohol en los seres humanos (Hayes, 2007).

El conducto biliar es la via de desaglie y desemboca en el duodeno proximal. La
mayoria de las especies tiene un diverticulo para almacenar la bilis (Vesicula biliar). La
formacion de vesiculas secretorias y el movimiento de la bilis en los canaliculos dependen
de la referencia de moléculas de adhesion, filamentos de citoqueratina intermedia y actina

submembranosa (Hayes 2007).

Las células madre epiteliales son células primitivas indiferenciadas que pueden
generar nuevos hepatocitos diferenciados y células del conducto biliar. Las células
inmaduras de los conductos, denominadas células ovales, se consideran células madres ya
que son capaces de generar nuevos hepatocitos, aunque es preferencialmente se
transformen en células de los conductos biliares. Las células madre hematopoyéticas
pluripotenciales también parecen ser capaces de diferenciarse a hepatocitos. Durante la vida
fetal, la hematopoyesis se produce principalmente en el compartimiento perisinusoidal. Al
nacimiento, las células hematopoyéticas experimentan un retroceso, pero permanecen
células pluripotenciales en el area perisinusoidal para su reactivacion y desarrollo de
hematopoyesis extramedular cuando existe un marcado incremento de la demanda de
células sanguineas por falta de respuesta en médula 6sea. En grandes especies, el grado con

que se produce la HEM tiene valor diagnostico (Hayes, 2007).
PATOLOGIA

La mayoria de los agentes y procesos patogenos que afectan al higado, por lo
general producen manifestaciones clinicas limitadas. La enfermedad hepatica puede ser
aguda o crénica; focal o difusa; leve o intensa. La fibrosis hepatica es reversible, mientras
que la cirrosis, la consecuencia final del estadio de fibrosis, es generalmente irreversible
(Friedman, 2000; Stalker y Hayes, 2007). En lesion hepatica, es posible que por intervalos
se afecten por completo las funciones hepaticas o sélo unas cuantas. Tal es el caso del
deterioro aislado en la formacién de la bilis ocasionada por ciertos farmacos (Gonzalez,
2007). La cirrosis es la consecuencia final de la lesion hepatica progresiva. En la cirrosis,

el higado reduce su tamafio, presenta fibrosis severa y desarrolla nodulos. Paralelamente,
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por la disminucion de la reserva hepatica, se manifiesta deterioro funcional siendo de gran
importancia la modificacion en la fisica del flujo sanguineo y el desarrollo de hipertension
portal (Figura 2). Como resultado, la sangre se desvia por formacion de colaterales venosas
en lugar de filtrarse a través de este. Este fendmeno es denominado derivacion porto
sistémica (Vishwanath, 2001, Gonzalez, 2007). La fibrosis se desarrolla con diferentes
patrones espaciales. Como consecuencia de la infeccidn crénica se concentra inicialmente
alrededor del espacio porta, mientras que la fibrosis secundaria a dafio metabdlico, toxico o
hipéxico se localiza en areas centrolobulares. La fibrosis representa la cicatrizacion de
practicamente todas las formas de dafio hepético cronico (Henderson, et al, 2008). La
activacion de las HSC, posterior al dafio hepético por diversas etiologias, es un evento
central en la fibrosis debido a que estas células son las principales mediadoras de la fibrosis
y se complementan con otras fuentes de células productoras de matriz extracelular que
incluyen a fibroblastos, epitelio mesenquimatoso de transicion (EMT), y la médula dsea.
Existe una considerable evidencia que todos estos linajes dan origen a los miofibroblastos
(Figura 3). En Gltima instancia, se promueve la fibrosis hepatica que deriva en cirrosis la
cual esta asociada con la formacion de nodulos y la contraccion del 6rgano (Bataller, et al,
2005; Friedman, 2008). La gran mayoria de los bovinos productores de leche con lesion de
fibrosis hepatica cronica, progresa lentamente debido a la notable capacidad regenerativa
del higado (Hayes, 2007).
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HEPATOCIO

CELULAS ESTELARES

CELULAS ENDOTELIALES
SINUSOIDALES

CELULAS DE KUPFFER

SINUSOIDE CON RESISTENCIA
NORMAL AL FLUJO
SANGUINEO

HIGADO NORMAL
DANOQ HEPATICO
CRONICO

INFILTRADO LINFOCITICO

MATRIZ EXTRACELULAR
DE PROTEINAS

HEPATOCITO APOPTOTICO
CELULA DE KUPFFER ACTIVADA

: . : SINUSOIDE CON INCREMENTADA
HIGADO CON pPd  RESISTENCIA AL FLUJO

FIBROSIS 3 SANGUINEO
AVANZADA

(Bataller, et al, 2005, Iredale, 2007).

Figura 2. Cambios en la arquitectura hepética asociados con fibrosis hepética avanzada.

(A) Higado normal. Los elementos celulares de higado organizada dentro de las unidades de
sinusoides, con el espacio endotelial de Disse separar el componente epitelial (hepatocitos) del endotelio
sinusoidal. Los macréfagos tisulares - las células de Kupffer - se encuentran en las sinusoides, mientras que
las células estrelladas hepaticas (HSC), la ubicacion es perisinusoidal. Las microvellosidades de hepatocitos
son importantes para la funcidn fisiologica normal de las células. Las fenestraciones son caracteristicas de las
sinusoides, las células endoteliales permitir el paso de grandes macromoléculas como las lipoproteinas.

(B) Higado lesionado. Como la fibrosis se desarrolla en respuesta a la lesion hepatica, se producen
cambios en el espacio subendotelial y en el sinusoide. Estos cambios incluyen alteraciones tanto en la
respuesta celular y de la matriz extracelular (ECM). La activacién de las HSC, que son la principal fuente de
ECM, conduce a la acumulacion de la cicatriz (fibrillas de formacién) de la matriz. Esto se traduce en la
ampliacién del espacio de Disse y la pérdida de fenestraciones endoteliales. La lesion hepética promueve la
activacion de células de Kupffer y contribuye a la activacion paracrina de las HSC (Bataller, et al, 2005,
Iredale, 2007).
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Figura 3. Representacion de las posibles fuentes en el higado de miofibroblastos.

MECANISMOS DE FIBROGENESIS HEPATICA

MECANISMOS DE ACTIVACION DE LAS CELULAS HEPATICAS
ESTRELLADAS (ITO). La activacion se compone de dos etapas, la iniciacion (también
Ilamada "fase pre-inflamatoria™) y la perpetuacion, seguida de una fase de resolucion
(Figura 4), en donde la lesion hepatica se resuelve (Gressner, et al, 2002; Huit y Friedman
2003, Henderson y Forbes 2008; Friedman 2004, 2008).

A INICIACION (Fase pre-inflamatoria): se refiere a los principales
cambios en la expresion génica y el fenotipo que hacen que las células sean
sensibles a estimulos y citocinas. Principalmente de la estimulacion paracrina,
debido a los cambios en torno a la matriz extracelular, asi como la exposicion de los
lipidos, perdxidos y productos de los hepatocitos dafiados. La activaciéon de las
células estelares puede derivar de los diferentes tipos celulares como las células de
Kupffer, los hepatocitos y las plaguetas. Este proceso puede implicar la necrosis

tumoral relacionados con el factor de induccion de la apoptosis-ligando (RUTA),
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por sus siglas en inglés (Herndndez, 2004; Friedman, 2008). Las células de Kupffer
estimulan la sintesis de matriz, la proliferacion celular, y la liberacion de los
retinoides por las células estrelladas a través de las acciones de citocinas
(especialmente TGF-B1), secrecion de metaloproteinasas, particularmente
metaloproteinasa 9 (MMP-9) y gelatinasa B asi como especies reactivas de oxigeno
(Hernandez, 2004; Friedman, 2008). Por otro lado, las células endoteliales también
participan en la conversion del TGF-f1 de una forma latente hacia una activa y pro-
fibrogenica que también produce una isoforma de fibronectina celular que participa
en la activacion temprana de las células estrelladas. Adicionalmente, las plaquetas,
que suelen pasarse por alto, proporcionan estimulacion paracrina por factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), TGFp-1, y COMPLETO FEAG
(Gressner, et al, 2002).

B. PERPETUACION. La activacion de las células estrelladas implica
por lo menos seis discretos cambios en el comportamiento celular: proliferacion,
quimiotaxis, fibrogénesis, contractilidad, degradacion de la matriz, y la pérdida de
retinoides (Hernandez, 2004; Friedman, 2008).

1. Proliferacion de células estrelladas. En el higado dafiado
incrementa la secrecion de factores de crecimiento y citocinas con poder
mitogénico. EI PDGF es el factor mejor caracterizado y con poder
mitogénico mas potente en la fibrosis hepética. La endotelina | (ET-1) su
accion es contractil, también regula las células estrelladas. Se ha
reportado que las HSC son una fuente importante de ET-I en el higado
dafiado. Los receptores Ay B de ET-I son expresados en las HSC en
estado quiescente (reposo), y en las HSC activadas. Sin embargo, existe
una relacion diferente en la proporcion de estos receptores en células

activadas.

2. Quimiotaxis. Diferentes citocinas con poder quimioatrayente
son responsables de esta accion. EI PDGF es un factor de crecimiento al
cual se le ha asignado un papel importante en la quimiotaxis de las

células estrelladas.

10
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3. Fibrogeénesis. El incremento en la produccion de la matriz
extracelular es el efecto mas directo de la activacion de las HSC en la
fibrosis hepética. El estimulo mas potente en el incremento de la
colagena de tipo I es el TGF-B1, el cual se deriva tanto de estimulos de
tipo autocrinos como paracrinos. Existe un gran nimero de factores que
estimulan la fibrogénesis por la activacion de HSC, entre los que se
incluye el retinoide, la interleucina 1 B (IL-1B), el factor de necrosis
tumoral o (TNF-a), y el acetaldehido, aunque ninguno de estos es tan

potente como el TGF-.

4. Contraccion. Las HSC impiden el flujo sanguineo portal
mediante la constriccion individual de sinusoides y mediante la
contraccién del higado cirrético, esto debido a que las bandas de aspecto
colagenosos en el estado final de cirrosis contiene grandes cantidades de
células estrelladas. Se considera la cirrosis como el Gltimo paso de la
fibrosis hepatica. La clave del estimulo contractil de las células es la ET-
1, los receptores de esta Gltima son expresados tanto en HSC en estado
quiescente, como en las células HSC activadas. Se ha identificado una
gran cantidad de agentes contréctiles, incluyendo la vasopresina, la
adrenomedulina y los eicosanoides. La activacion de HSC va
acompafiada por un incremento en la expresion de la a actina, se ha
reportado que la ET-1 regula de manera positiva la expresion de la a

actina.

5. Degradacién de matriz extracelular. Las HSC expresan
virtualmente todos los componentes clave requeridos para la degradacion
de la matriz en estado patologico, y por lo tanto juegan un papel
importante no solo en la produccion de la matriz extracelular, sino
también en su degradacién. Actualmente se ha descrito una larga lista de
metaloproteinasas que son enzimas dependientes de calcio, las cuales
degradan de manera especifica sustratos de tipo fibroso como la

colagena, asi como sustratos de tipo no fibroso. Estas enzimas caen en

11
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cinco categorias, basadndose en una clasificacion segun el tipo de

sustrato:

a. TIPO 1. Colagenasas intersticiales, que incluye
metaloproteinasas (MMP) 1, 8 y 13.

b. TIPO 2: Gelatinasas MMP 2y 9.

c. TIPO 3: Estromelisinas MMP 3, 7, 10, 11.

d. TIPO 4: Membrana-tipo MMP 14, 15, 16, 17, 24, 25.
e. TIPO 5: Metaloestelasas MMP 12.

Las metaloproteinasas inactivas pueden activarse, a través del
rompimiento proteolitico, mediada por metaloproteinasa membrana
tipo (MT). Pueden ser inhibidas por la unién inhibidores especificos
conocidos como metaloproteinasas de inhibidores de tejido
(TIMPs).De esta manera la actividad total de la colagenasa es el
reflejo de cantidades relativas de las metaloproteinasas activadas y de
sus inhibidores, especificamente los TIMPs. En el higado, bajo
condiciones patologicas como en la fibrosis hepatica, la degradacion
de la matriz extracelular ocurre a través de la accion de al menos
cuatro enzimas: MMP-2 y MMP-9, las cuales degradan la colagena
de tipo IV. Las metaloproteinasas de membrana tipo MT 1y 2, asi
como MMP-2 vy estromelisina-1 degradan proteoglicanos Yy
glucoproteinas y también son responsables de la activacion de las
coligenosas latentes. Se ha reportado que las células HSC son una
fuente importante de MMP-2, asi como de sus inhibidores
correspondientes (TIMP-1 y TIMP-2). Los TIMPs tienen un papel
importante en la regulacion de la apoptosis, sugiriendo asi una
actividad que repercute en la homeostasis hepatica que va mas alla de

controlar el recambio de matriz extracelular (Hernandez, 2004).

6. Pérdida de retinoides. Se pierden las gotas del retinoide
perinuclear (vitamina A), que caracteriza a las HSC, adquiriendo asi una
12
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apariencia fibroblastica. Las células estrelladas liberan el retinoide en
forma de retinol. Se desconoce en qué medida la pérdida de los

retinoides puede acelerar o retardar la activacion de las HSC.

C. RESOLUCION DE LA FIBROSIS. Es el resultado del incremento
de la secrecion de factores de crecimiento y citocinas con poder mitogénico. El
estimulo més potente en el incremento de la coldgena de tipo I es el TGF-B1, el cual
se deriva tanto de los estimulos de tipo autocrinos como paracrinos. La regulacion
positiva del TGF-p en las células estrelladas activadas ocurre por diferentes
mecanismos, uno de estos es la relacion de dos factores de trascripcion que trabajan
de manera conjunta, el Zf9 y el SP1. Diversos reportes indican la importancia de las
células Ito en la produccién de la colagena tipo 1, la activacion transcripcional de
este gen puede ocurrir a través de diferentes mecanismos, el incremento en la
produccion o de colagena tipo | en las células estrelladas puede resultar de eventos
postranscripcionales, incluyendo el incremento en la estabilidad del RNAm. Se ha
reportado que la vida media del RNAm (4cido ribonucleico mensajero) de o
colagena tipo | se incrementa siete veces en las células estrelladas activadas
comparadas con las células estelares en estado quiescente. Eng y Friedman (2003)
sefialan que el factor de transcripcion Zf9 regulan la transcripcion de colagena tipo
I. Otro factor de transcripcion involucrado en la regulacion de colagena es el factor
nuclear 1 (NF1), el cual esta involucrado en el control transcripcional de diversos

organismos (Gressner, et al, 2002; Hui, et al. 2003).
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Justificacion

La Cuenca Lechera de Tizayuca fue fundada en 1974, cuenta con una area de
servicios de medicina preventiva y con un departamento de patologia y diagnéstico, que
dentro de sus funciones realiza estudios post mortem a todos los animales que existen
dentro de la cuenca, en la sala de necropsias, como cumplimiento del reglamento sanitario

de este complejo.

Recientemente, se ha observado una alta incidencia de lesiones hepatica en los
reportes de las necropsias realizadas a partir de las vacas procedentes del Complejo
Agropecuario Industrial de Tizayuca (CAIT). En el primer semestre del 2003 de los 220
casos revisados, las lesiones de lipidosis y fibrosis hepatica ocuparon el segundo y tercer
sitio de lesiones encontradas, con una frecuencia de 35 y 30 casos, respectivamente.
(Posadas, et al, 2007) Aparentemente, esta tendencia se ha incrementado hasta la fecha. De
este modo, existe un creciente interés de realizar una evaluacion microscopica detallada de
estos casos con el fin de establecer la frecuencia y tipo de lesiones histopatoldgicas asi
como determinar el grado y la etapa de la lesién hepatica presentes en los animales del
CAIT.

Estas necropsias son realizadas por el patélogo Médico Veterinario responsable,
mediante un procedimiento técnico establecido que permite revisar y describir en forma
metddica, tanto externa como interna, los hallazgos macroscopicos, apoyandose en técnicas
de diagnostico de histopatologia, bacteriologia, etc. Y de esta forma determinar las causas
de muerte de un caso particular, con la finalidad también de tomar medidas preventivas en

funcion de los resultados obtenidos.
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Objetivos

GENERAL

* Determinar el grado y etapa de las lesiones histopatologicas hepaticas presentes en
bovinos productores de leche del CAIT del estado de Hidalgo.

PARTICULARES

e Seleccionar muestras de higado con lesiones macroscépicas a partir de necropsias
realizadas en vacas lecheras en el CAIT.

e Determinar el grado y la etapa de la lesion hepatica presente en los tejidos
provenientes de bovinos productores de leche en el CAIT.

e Determinar la presencia y frecuencia de lesiones histopatoldgicas adicionales en los
tejidos evaluados.
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Material y'métodos

El material bioldgico se obtuvo del CAIT, est4d ubicado en el Km. 40.5 de la
carretera federal México- Pachuca. Cuenta con una superficie de 210 Has; dicha superficie
alberga 126 establos y una poblacién total aproximada de 26 500 cabezas de ganado
Holstein- Friesian, los cuales trabajan con un sistema de explotacion intensiva. Las
muestras adquiridas se procesaron en el laboratorio de Patologia (L-412) de la Facultad de
Estudios Superiores Cuautitlan, UNAM.

Animales de estudio

Se seleccionaron muestras de tejido hepatico de 50 vacas lecheras que presentaron
lesiones macroscopicas en la necropsia con la finalidad de realizar evaluaciones

histopatoldgicas.
Estudio morfopatologico

Las necropsias de las vacas se realizaron por métodos rutinarios y se tomaron
muestras de higado las cuales fueron inmediatamente fijadas en formalina amortiguada al
10% durante 24-48 horas. Posteriormente, las muestras se procesaron e incluyeron en
parafina para obtener secciones de 3 um vy realizar tinciones de Hematoloxilina-Eosina

(HE) y Tricromica de Masson para su evaluacion microscopica.
Evaluacion histopatolégica

Los cortes histologicos se evaluaron al microscopio para determinar el grado y la
etapa de la lesion hepética de cada caso utilizando la escala de puntuacion descrita por
Ishak K, et al, 1995. La determinacion del grado de enfermedad se evallo con base a 4
criterios histologicos de actividad necroinflamatoria con un puntaje total méximo de 18
(tabla 2). Del mismo modo, la determinacion de la etapa de la lesion se establecié con base
en la presencia y distribucion de fibrosis en una escala de 0-6 puntos (Tabla 3).
Adicionalmente y con fines de interpretacion, el grado de lesion necroinflamatoria por
categoria y por puntaje total (grado de enfermedad) se subdividio en: leve (puntaje 1),

moderado (puntaje 2), moderado-severo (puntaje 3) y severo (puntaje 4). En el caso de la
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necrosis confluente dichos términos se establecerdn como: leve (puntaje 1-2), moderado
(puntaje 3-4), y severo (puntaje 5-6). Con relacién a la etapa los puntajes se refieren con
base a la progresion de la fibrosis con los siguientes términos: inicial (1-2), avanzada (3-4)
y terminal (5-6). Posteriormente, se determinaron las lesiones adicionales presentes en los
tejidos hepéticos (fibrosis centrolobulillar, abscesos, granulomas, lipidosis, etc.), y de
acuerdo al caso, se establecio el grado de severidad de dichas lesiones.

Tabla 2. Clasificacién del grado histol6gico de lesiones hepaticas.

CATEGORIA Puntuacion

A. Hepatitis periportal o de interface periseptal (necrosis parcial)

Ausente

Leve (focal, pocas areas porta)

Leve a moderada (focal, la mayoria de areas porta)

Moderada (continua, alrededor de <50% de los tractos o septos)

Grave (continua, alrededor de >50% de los tractos o septos)

B. Necrosis confluente

Ausente

Necrosis confluente focal

Necrosis, Zona 3, en algunas areas.

Necrosis, Zona 3, en la mayoria de las areas.

Necrosis, Zona 3 + puentes porto-centrales (PC) ocasionales.

Necrosis, Zona 3, puentes porto-centrales (PC) multiples.

Necrosis Multiacinar o Panacinar.

C. Necrosis, apoptosis o inflamacién focal.

Ausente.

Un foco 0 menos en objetivo de 10x.

De dos o cuatro focos en objetivo de 10x.

Cinco a diez focos en objetivos de 10x.

Mas de diez focos en objetivo de 10x.

D. Inflamacion periportal.

Ninguno.

Leve, algunas o todas las areas porta.

Moderada, algunas o todas las areas porta.

Moderada- marcada, todas las areas porta.

Marcado, todas las areas porta.

Puntuacion maxima posible

(Ishak K, et al, 1995)
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Tabla 3.
Criterios para la clasificacion de la etapa de la lesién hepética
Criterio Puntuacion

Sin fibrosis. 0
Fibrosis en algunos espacios del porta con/sin septos fibrosos. 1
Fibrosis en la mayoria de los espacios porta con/sin septos fibrosos. 2
Expansion fibrosa de la mayoria de los espacios porta con puentes inter portales 3
ocasionales.
Expansién fibrosa de la mayoria de los espacios porta con marcados puentes inter 4
portales.
Marcados puentes inter portales con nddulos hiperplasicos ocasionales. 5
Cirrosis. 6

Puntuacién maxima posible 6

(Ishak K, et al, 1995)
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Resultados

La frecuencia de lesion necroinflamatoria por categoria con base a los criterios
descritos en la tabla 2, se muestra en las figura 5. En la categoria A se aprecia que en el
50% de los casos (25/50) las lesiones fueron leves a moderadas y que una considerable
proporcién de los casos, (20% con puntajes 3 y 4), exhibieron una marcada actividad necro-

inflamatoria (Figura 6, 7 y 8).

Asi mismo, la necrosis confluente fue leve en 14/50 (28%) de los casos pero fue
moderada a severa en 42% y 14%, respectivamente. Cabe sefialar que en la zona 3 las areas
de necrosis estaban asociadas predominantemente con hemorragia (Figura 9 y 10). La
mayoria de los casos con necrosis confluente exhibieron células atipicas con nucleos
prominentes hipercromaticos y alta proporcion de células binucleadas (Figuras 11y 12). En
4 casos se observaron necrosis extensivas, en un caso panlobular, (Figura 13 y 14) en los
que se detectaron bacilos gram positivos (Figura 15). En el 76% de los casos, no se
observaron lesiones de la categoria C. Sin embargo, en 6 casos las lesiones fueron severas,
con abundantes centros liticos de necrosis (Figura 16). La inflamacion alrededor de
espacios portas (Figura 17 y 18) también fue predominantemente moderada (44%). Un
hallazgo frecuente en esta area y a lo largo del corte, fue la presencia de hiperplasia de
conductos biliares (Figura 19), misma que fue de moderada a severa en 37/50 de los casos

(74%), y comUn en casos con necrosis confluente y atipias celulares.

La figura 20 representa la actividad necroinflamatoria de cada caso (puntaje total).
Se observa que el grado de lesion hepética fue predominantemente moderado (21/50) con
una considerable proporcion de casos (26%) con lesion moderada-severa (13/50).

Con relacion a la etapa de fibrosis (Figura 21), se observé que 52% de los casos
presentaron fibrosis inicial (26/50) con una tendencia a ser avanzada (12/50). Los casos con
fibrosis terminal (Figuras 22 y 23) solo constituyeron el 14% de los casos, y de estos sélo
un caso presento cirrosis. El rango para la actividad necroinflamatoria y para la etapa de

fibrosis fue leve a moderado (Tabla 3).
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Otro hallazgo microscopico importante fue que el 26% de los casos presentaron
lipidosis moderada a severa. En estos casos, la asociacion con fibrosis inicial, avanzada y
terminal fue de 54%, 31% y 15%, respectivamente. La fibrosis centrolobulillar (CLB)

estuvo presente en el 74% de los casos con lesiones moderada a severa a 28/50 casos.

En la tabla 4 se presentan hallazgos microscopicos adicionales en los casos
evaluados. Ademas de la presencia de bacilos gram positivos, se apreciaron abscesos,
granulomas con la presencia de bacilos &cido-alcohol resistentes positivos compatibles con
Mycobacterium spp., y células linfoides atipicas localizadas perivascularmente sugestivas

de Leucosis Enzoo6tica Bovina.
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Figura 5. Frecuencia por grado de lesién necroinflamatoria. n = 50. A. Hepatitis de interface, B. Necrosis
confluente, C. Focos de necrosis y/o inflamacion, D. Inflamacidn periportal.
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Figura 6. Necrosis de interface, continua (rectangulos) a lo largo de tractos y septos,
(Grado A, puntaje 4). HE, 100x.

Figura 7. Necrosis de interface, continua (6valos) a lo largo de tractos y septos,
(Grado A, puntaje 4). HE, 100x.
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Figura 8. Detalle de la necrosis parcial (piece-meal necrosis). HE, 400x.

Figura 9. Necrosis centrolobulillar con puentes portocentrales (6valos), Grado B, puntaje 5.
HE, 100x.
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Figura 10. Necrosis y hemorragia centrolobullilar. HE, 400x.

Figura 11. Atipias celulares en casos con necrosis confluente severa. Megalocariosis (Flecha

Gruesa) y alta frecuencia de hepatocitos binucleados (6valos). HE, 400x.
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Figura 12. Atipias celulares en casos con necrosis confluente severa. Megalocariosis (Flecha
Gruesa) y alta frecuencia de hepatocitos binucleados (6valos). HE, 400x.

Figura 13. Necrosis confluente severa (Grado B, puntaje 5) bien demarcada por infiltrado
Inflamatorio. Vena central (6valo). HE, 100x.
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inflamatorio. Vena central (6valo). HE, 100x.

Figura 15. Abundantes bacilos gram positivos en casos con necrosis confluente severa
(Figuras 13 y 14). Tincion de gram, 400x.
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Figura 16. Foco litico compuesto por abundantes neutréfilos entremezclados con detritus
Celulares. HE, 400x

. el L 'S ,
Figura 17. Moderado infiltrado periportal (Grado D, puntaje 3) e hiperplasia de conductos
Biliares moderada. HE, 100x
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Figura 19. Marcada hiperplasia de conductos biliares (procedente de caso figuras 11y 12)
y abundante infiltrado linfocitario periportal (Grado D, puntaje 3). HE, 100x.
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Figura 20. Frecuencia de grado de lesion necro inflamatoria (puntuacion total). n = 50.
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Figura 21. Frecuencia en la etapa de fibrosis hepatica. n=50
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Figura 22. Fibrosis centrolobulillar severa con tractos porto-centrales. (Etapa, puntaje 4).
HE, 100x.

Figura 23. Abundantes puentes porto-portales y porto-centrales con diseccion de
lobulillos hepaticos (pseudonddulos). Cirrosis incompleta (Etapa, puntaje 5).
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Tabla 3. Promedio y desviacién estandar en Grado de lesiéon necroinflamatoria hepatica y Etapa de
la fibrosis hepatica.

(PROMEDIO % 737 2338
2.93 1.63

M lipidosis

Severidad
(V%]

I etapa

Numero de caso

Figura 22. Relacidn de la lipidosis hepatica con la etapa de la fibrosis hepatica.

Tabla 4. Namero de muestras con otras patologias sugestivas encontradas en higado.

NUMERO DE CASOS ‘

Leucosis

Granulomas

Abscesos

A B~ DN O

Clostridium sp.
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D o @V
Iscusion

En Tizayuca, el manejo de la alimentacion en los bovinos lecheros de la cuenca esta
orientado a cubrir los requerimientos de acuerdo a su etapa productiva de la siguiente
manera: Raciones de periodos seco (1 en periodo seco lejano; 1 periodo seco cercano al
parto [3 semanas antes del parto]), 1 racién para animales en alta produccion, 1 racién en
mediana produccion, 1 racion en baja produccion. Sin embargo, no todas las unidades de

produccién lechera del CAIT cumplen con este requisito.

Algunos ingredientes empleados de forma general en la alimentacion del lugar son:
soya, maiz rolado, salvado de avena, silo de maiz, paja, alfalfa fresca del rumbo. Esta
ultima proviene de zonas donde es regada con aguas residuales procedentes de Tula,
Hidalgo. También se tiene algunos aditivos utilizados que son grasa de sobrepaso,
bicarbonato de sodio, promotores de glucosa (monensina sodica). Un manejo frecuente,
irregular y de dificil rastreo es el almacenamiento a cielo abierto de alimento (rastrojo,
alfalfa, bagazo de cerveceria, etc.) y la presencia de alimento residual en cada llenado de
pesebres (Santa Cruz, comunicacion personal). Lo anterior puede conducir al deterioro y
contaminacion del alimento que conlleva a la ingestion y acumulacion de sustancias toxicas

en el higado.

El efecto de las sustancias toxicas e infecciosas sobre el higado estd determinado
con base al microambiente y la funcion de los hepatocitos. De este modo, en la zona 1,
adyacente a la entrada portal y expuesta a mayor concentracion de oxigeno y factores
tréficos, se reciben de manera directa las sustancias toxicas provenientes de la dieta
mientras que en la zona 3, predominan los procesos de biotransformacion de sustancias
toxicas por contener una alta concentracion de oxidasas de funcién mixta (Moeller, 2004,
Hayes, 2007, Stalker y Hayes, 2007). Por tal motivo, la actividad necroinflamatoria y la
fibrosis resultante se concentra inicialmente alrededor del espacio porta como consecuencia
de la infeccidon y/o inflamacion cronica y por toxicos de accién directa mientras que la
fibrosis secundaria a productos de biotransformacion de sustancias o dafio hipdxico se

localiza alrededor de venas centrales (Henderson y Forbes, 2007; Stalker y Hayes, 2007).
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Sin embargo, la fibrosis hepética progresa lentamente debido a la notable capacidad
regenerativa del higado (Hayes, 2007).

De este modo, la frecuencia de la necrosis de interface (zona 1) y confluente (zona
3) y el tipo de lesiones necraticas observadas en los casos evaluados son compatibles con la
presencia de hepatotoxinas de accion directa y especies reactivas (radicales) derivados de la
biotransformacion de sustancias, respectivamente. Aunque las lesiones en zona 3 pueden
también estar relacionadas a dafio hipoxico, esto es poco probable dada la severidad de la
necrosis y la presencia de hemorragia y puentes portocentrales (Figuras 9 y 10) aunado a
que los hallazgos macroscopicos de la necropsias realizadas en dichos animales no
revelaron lesiones pulmonares significativas que pudieran promover falla cardiaca

congestiva derecha y por ende, hipoxia en zona 3.

La presencia de megalocitos e incremento de hepatocitos binucleados es indicativo
de la accion de toxicos que dafian el ADN y que por su accion alquilante inhiben la
replicacion celular. Estas lesiones son caracteristicas del efecto de alcaloides
pirrolizidinicos (derivados de plantas toxicas) y de micotoxinas tales como las aflatoxinas
(Stalker y Hayes, 2007). En los casos evaluados, es poco probable que las lesiones sean
consecuencia de la ingestion de alcaloides pirrolizidinicos puesto que las vacas no proceden
de una explotacion de tipo extensivo lo cual reduce el riesgo de exposicion a dichos
toxicos. Por tal motivo, las lesiones en zona 3, son compatibles con la acumulacion crénica
de micotoxinas, presumiblemente aflatoxinas, al observarse grados variables de necrosis y
hemorragia orientadas a la zona 3 del acino hepatico (lesiones periacinares) con alta
frecuencia de atipias celulares (megalocitosis, megalocariosis, células binucleadas, etc), asi
como hiperplasia de conductos biliares las cuales son descritas como lesiones
caracteristicas (Stalker y Hayes, 2007, Pefia, 2007). En este contexto, en explotaciones
intensivas de produccion lactea, los ingredientes (plantas, henos, silos, granos,
subproductos) empleados en la alimentacién asi como el forraje puede estar contaminados
de aflatoxinas (Garcia, et al, 2008) por ser las micotoxinas de almacén mas frecuentes en
rumiantes. Estas son producidas por los hongos Aspergillus flavus y A. parasiticus y han
sido detectadas en una gran variedad de granos tales como el sorgo, maiz, gluten de maiz,

cacahuate, etc, e incluso en pasturas diversas (Pefia, 2007). Estos hongos producen cuatro
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toxinas, de las cuales la aflatoxina B1 es considerada el agente carcinogénico natural de
mayor potencia. Los microorganismos ruminales pueden degradar hasta el 42% de la
aflatoxina B1 (Santin, 2005), pero son capaces también de producir aflatoxicol. Otro
metabolito, la aflatoxina M1 es producida a partir de la aflatoxina B1 en el higado y puede
finalizar en el rumen por via de la circulacién rumino-hepética. En especies susceptibles,
las lesiones hepaticas por aflatoxinas e incluso cancer hepatico (Stalker y Hayes, 2007).
Esto se debe a que las aflatoxinas son sustancias altamente ionizables que son
metabolizadas por el sistema microsomal de oxidasas mixtas contenidas en el citocromo P-
450, y como consecuencia se genera una diversa cantidad de especies reactivas que actlan
como radicales libres (Pefia, 2007, Stalker y Hayes, 2007).

Los informes en la literatura, mencionan que la alfalfa fresca regada con aguas
residuales se contamina con sélidos inorganicos tales como nitrégeno, fésforo, cloruros,
sulfatos, carbonatos, bicarbonatos y algunas sustancias toxicas como arsénico, cianuro,
cadmio, cromo, cobre, mercurio, plomo y zinc. En el consumo de dicha alfalfa, el
metabolismo de dichos elementos a través de diversas isoenzimas del citocromo P-450
también conduce a la formacion de intermediarios reactivos por parte de los hepatocitos y
las células de Kupffer, las cuales son una fuente potente de intermediarios reactivos del
oxigeno (ERO) que promueven un considerable efecto hepatotoxico (Friedman, 2000,
Weber, et al. 2003; Lopez, et al, 2005; Tufidn, et al, 2007). Lo anterior sugiere que una
posible causa de la actividad necroinflamatoria en zona 3 pueda ser consecuencia del

consumo regular de alfalfa fresca contaminada con aguas residuales.

En infeccion por Clostridium hemolyticum, agente etiol6gico de la hemoglobinuria
bacilar, la lesion macroscopica caracteristica en higado, es la necrosis extensiva (de hasta
10 cm de diametro) con bordes irregulares bien marcados. MicroscOpicamente, se aprecia
necrosis coagulativa orientada al centro del lobulillo hepatica. En ocasiones, se observa
trombosis de capilares adyacente al area de necrosis (Stalker y Hayes, 2007). La severidad
de la necrosis confluente, la delimitacion de la misma, su relacion con vena central y la
presencia de bacilos gram positivos intralesionales que se observé en algunos casos
(Figuras 13, 14 y 15), son sugestivos de la presencia de Clostridium hemolyticum. En la
cuenca de Tizayuca, la evidencia de dicho agente ha sido documentada por aislamiento y

34


http://es.wikipedia.org/wiki/Nitr%C3%B3geno
http://es.wikipedia.org/wiki/F%C3%B3sforo_(elemento)
http://es.wikipedia.org/wiki/Cloruro
http://es.wikipedia.org/wiki/Sulfato
http://es.wikipedia.org/wiki/Carbonato
http://es.wikipedia.org/wiki/Bicarbonato
http://es.wikipedia.org/wiki/T%C3%B3xico
http://es.wikipedia.org/wiki/Ars%C3%A9nico
http://es.wikipedia.org/wiki/Cianuro
http://es.wikipedia.org/wiki/Cadmio
http://es.wikipedia.org/wiki/Cromo
http://es.wikipedia.org/wiki/Cobre
http://es.wikipedia.org/wiki/Mercurio_(elemento)
http://es.wikipedia.org/wiki/Plomo
http://es.wikipedia.org/wiki/Zinc

2010

tipificacion de los bacilos en laboratorio comercial, y se ha observado con lesiones

compatibles con hemoglobinuria bacilar (Santa Cruz, comunicacion personal).

Como se menciond anteriormente, la actividad necroinflamatoria crénica promueve
el desarrollo de fibrosis debido a la exposicion sostenida por etiologias diversas y la
distribucion de la fibrosis en el acino dependerd de la ruta de entrada y el manejo
metabdlico de las sustancias que tienen acceso en el higado (Henderson y Forbes, 2007;
Stalker y Hayes, 2007). Por otra parte, la actividad necroinflamatoria conlleva a la
produccién de radicales libres los cuales ejercen una estimulacién paracrina de las células
estrelladas que conduce a la sobre-expresion de la enzima citocromo P450-2E1 la cual
estimula la expresion de los genes del colageno tipo I, principal componente de la fibrosis.
Por otra parte, su actividad se amplifica in vivo por la deplecion de los antioxidantes lo
cual es una situacion comun en el higado enfermo. Este efecto es atenuado por los
antioxidantes (Friedman, 2000). Lo anterior revela la importancia de la produccion de
especies reactivas dado que contribuye al desarrollo de fibrosis e induce a la perpetuacion
de la misma (etapa). Todo esto es compatible con la etapa de lesion hepatica observada en
los casos evaluados puesto que las posibles etiologias descritas inducen una considerable

produccion de radicales libres.

En ganado lechero, la lipidosis hepatica severa esta asociada a una alta demanda de
produccidn lactea debido a que las vacas enfrentan su demanda energética movilizando los
tejidos adiposos para obtener aun mas energia sobre aquella provista en la dieta. La alta
concentracion de acidos grasos libres plasmaticos son captados por el higado donde pueden
ser utilizados como fuente de energia o convertidos en cuerpos cetdnicos que pueden ser
liberados hacia la sangre y utilizados como una fuente de energia en muchos tejidos.
Debido a que la conjugacion y exportacion de lipoproteinas presenta una tasa limitada por
tiempo, el exceso de &cidos grasos es acumulado como triglicéridos en las células del
higado. Esta condicion ocurre principalmente en los primeros dias de lactancia y puede
llevar a desordenes metabolicos como cetosis e higado graso (Wattiaux y Grummer, 1990).
Por tal motivo, en el periodo de transicion es esencial evitar la carencia nutricional de los
micronutrientes antioxidantes puesto que se encuentra en un balance energético negativo

profundo que conlleva una importante lipomovilizacion la cual puede alterar la
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composicion de los acidos grasos de las membranas celulares (Chihuailaf, 2002). Aunque
la acumulacion de grasa intracelular no es perjudicial, se menciona que los higados grasos
son mas vulnerables al dafio toxico y al estrés oxidativo por lo que es mas comun observar
dafio concurrente como necrosis y fibrosis (Stalker y Hayes, 2007). Lo anterior es
compatible con el hallazgo de lipidosis hepética (Tabla 4) y la asociacién de la severidad de

la misma con etapas avanzadas y terminales de fibrosis.

En el manejo, las variaciones en las raciones, modificaciones de los patrones de
alimentacion o dietas mal formuladas aumentan los riesgos de presentar acidosis ruminal
subclinica. Una dieta totalmente mezclada es menos riesgosa que una donde los
ingredientes de la racion se ofrecen por separado. La seleccion de los componentes de la
racion puede resultar en consumos heterogeneos donde las particulas de forraje largo son
rechazadas, resultando en mayores consumos de granos y aumentando asi los riesgos de
acidosis ruminal subclinica, esta a su vez causa rumenitis que produce Ulceras que facilitan
el ingreso de bacterias (Fusobacterium necrophorum, Corinebacterium sp.) al torrente
sanguineo y pueden producir la formacién de abscesos hepaticos (Stalker y Hayes, 2007).
Es probable que los casos que exhibieron abscesos hepaticos (Tabla 4) y los casos con

centros liticos abundantes (Figura 16) estén asociados a cuadros de acidosis ruminal.

La presencia de tuberculosis en el ganado depende de varias caracteristicas del
hospedero, tales como la edad, el funcionamiento del sistema inmune, la desnutricién o la
presencia de ciertas enfermedades los cuales son factores clave para el desarrollo de una
enfermedad activa. La diseminacion del agente causal (Mycobacterium bovis) al resto del
organismo produce granulomas en practicamente cualquier tejido. En la cuenca, la
presencia de tuberculosis ha sido validada extensivamente (Gonzélez, 1995). Los
granulomas con bacilos Ziehl-Nielssen positivos en los casos descritos son compatibles con
la presencia de tuberculosis en la cuenca lechera.

Asi mismo, en el CAIT, se ha informado de una alta prevalencia (66%) de leucosis
enzodtica bovina (LEB) con concordancia perfecta con los resultados de PCR en tiempo
real. Adicionalmente, la carga viral presentd una fuerte correlacion con el diagnéstico de
linfocitosis persistente (Zavaleta, 2009). La presencia sostenida de linfocitos atipicos en
sangre es la antesala del desarrollo de linfoma, la cual constituye la forma clinica de la LEB
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(Hernandez et al, 2006, Zavaleta, 2010). La presencia de linfocitos atipicos en los casos
evaluados probablemente corresponde al inicio de la proliferacion neopléasica de linfocitos

en higado.

Con base a los hallazgos, se determinoé que el grado actividad necroinflamatoria y la
etapa de fibrosis estuvieron en un rango de ligero a moderado e inicial a avanzado,
respectivamente, lo cual puede asociarse a la alta capacidad regenerativa hepatica como se
menciona en la literatura. Sin embargo, los resultados también revelaron una considerable
proporcion de casos con actividad necroinflamatoria alta y fibrosis terminales lo cual es
compatible con la percepcion del personal del CAIT de que existe un incremento de la
severidad de las lesiones hepaticas. Por tal motivo, es conveniente realizar un seguimiento

de los casos que se evaltan en las necropsias para determinar si esta tendencia se mantiene.
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Conclusiones

Las lesiones més frecuentes con base a la actividad necroinflamatoria
fueron: la necrosis de interface (zona 1) y la necrosis confluente (zona 3).

En promedio, la actividad necroinflamatoria fue moderada y la etapa de
fibrosis fue predominantemente inicial. En ambos parametros el rango fue de
ligero a moderado.

Hubo un numero significativo de casos con fibrosis avanzada y terminal.

Los hallazgos histopatoldgicos son sugestivos de dafio tdxico ya sea por
toxicos de accion directa (necrosis periportal, zona 1) o por productos de
biotransformacion (necrosis confluente, zona 3).

Las lesiones en zona 3 son sugestivas de aflatoxinas y presencia de
Clostridium hemolyticum.

La lipidosis pudo promover una mayor susceptibilidad al dafio toxico.

El sistema para la evaluacion estandarizada de la enfermedad hepética
cronica bovina fue util, la relacion de este esquema con aspectos de

etiopatogénesis requiere de una investigacion posterior.
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