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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue determinar cambios en el perfil bioquimico
hepatico en alpacas con presencia de huevos de F. hepatica en heces. Se utilizaron muestras
de suero y heces de 35 alpacas machos de entre 2 y 5 afios de edad, de los cuales 18 fueron
positivos y 17 negativos al examen coproparasitologico (sedimentacion) para identificacion
de huevos de F. hepatica. Se observé diferencia significativa (p<0.05) entre los valores de
ALT, GGT y bilirrubina directa entre los animales positivos y negativos. Concluimos que la
presencia de huevos de Fasciola hepatica guarda relacion con la elevacion de algunos
parametros del perfil hepatica posiblemente por alguna alteracion en el parénquima producto
de una infeccion crénica en alpacas.
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ABSTRACT
The aim of this study was to determine changes in the liver biochemical profile in

alpacas with presence of F. hepatica eggs. We used serum and feces samples of 35 male
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alpaca between 2-5 years old, 18 were positives and 17 were negatives in coproparasitologic
analysis for F. hepatica eggs. Differences are showed (p<0.05) in the values of ALT, GGT
and direct bilirubin between positives y negatives animals. We concluded that there is
relationship between presence of F. hepatica eggs and high levels in the liver biochemical
profile, maybe due to alterations in the hepatic parenchyma by chronic infection in alpacas.

Keywords: F. hepatica eggs, alpaca, liver biochemical profile

INTRODUCCION

La infeccion por Fasciola hepatica es un serio problema en la produccion alpaquera
por la disminucién de la productividad de los animales y por la alta mortalidad que ocasiona
en animales que no son tratados (Leguia y Casas, 1999). La fasciolosis se presenta tanto en
zonas de baja como de elevada altitud de Bolivia, Per, Ecuador y Venezuela (Mas-Coma et
al., 2001). Londofie et al. (2009) hallaron en afios recientes, formas larvarias de Fasciola
hepatica en caracoles Lymnaeidae por encima de los 4000 msnm, probablemente debido al
incremento de las temperaturas en zonas alto andinas, usualmente muy frias, causado por el

calentamiento global (Mas-Coma et al., 1999).

En el Pert es una enfermedad endémica en la ganaderia, y responsable de cuantiosas
pérdidas en la industria pecuaria. Ademas, puede afectar al hombre y es considerada como
una enfermedad zoonotica de importancia en la salud publica (Ministerio de Salud Publica,
1991/1995). Esta enfermedad es muy prevalente por toda la region altonadnina del Peru,
donde se encuentra la mayor cantidad de alpacas del mundo (Neyra et al., 2002). La
transmision de la infeccién es facilitada por la gran carga parasitaria que contamina las
pasturas con la forma infectiva, asi mismo el clima y la falta de programas de control contra

favorecen el ciclo del parasito.

Las larvas enquistadas del parasito trematodo, F. hepatica, puede infectar a mamiferos
como vacas, ovejas, carnivoros y los seres humanos (Mas-Coma et al., 1999). Después
eclosionan las formas juveniles en el intestino y migran hacia el higado, donde maduran a la
forma adulta del tremétodo (Andrews, 1999). La infeccion por fasciolasis pueden causar
danos graves en el higado y, en una etapa posterior, a la bilis con importantes consecuencias
sistémicas como la anemia (Behm, 1994). En el ganado vacuno y ovino la fasciolasis causa

importantes pérdidas econdmicas en la industria y su control actual se basa principalmente en
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el uso de farmacos antihelminticos y manejo de pastos. Sin embargo, la F. hepatica se ha
vuelto drogo-resistente (Gaasenbeek et al., 2001), y el uso de medicamentos anti-helmintos
tiene inconvenientes para el medio ambiente y la calidad de los alimentos. La vacunacion es
vista como una alternativa no quimica para el control de la fasciolosis (Dalton y Mulcahy,

2001; Smith, 1999).

A pesar de la importancia de esta infeccion por el impacto negativo que ocasiona en la
calidad y productividad de la fibra de alpaca, lo que se conoce la patologia hepatica y los
factores que favorecen y estan asociados a la patogénesis son poco conocidos. La
susceptibilidad del huésped al trematodo es un caracteristica de esta enfermedad, siendo por
ejemplo el ganado bovino capaz de aumentar su respuesta inmune para inmunoprotegerse en
subsecuentes infecciones, por su parte la oveja desarrolla poca o ausente respuesta
inmunoprotectiva a la infeccion por F. hepatica (Mulcahy et al., 1999). No se sabe si las
alpacas llegan a hacer resistencia después de una primera infeccion a F. hepatica. Sin
embargo, los examenes sugieren que las alpacas se vuelven a reinfectar frecuentemente en

areas endémicas (Neyra et al., 2002).

El presente estudio tuvo por objetivo determinar los cambios en el perfil hepatico en alpacas

positivas a huevos de Fasciola hepatica.

MATERIALES Y METODOS

Animales

El estudio incluyd suero y heces de 35 animales aparentemente sanos del Matadero
Municipal de Huancavelica-Pert, lo cuales provienen de crianza extensiva de la zona
altoandina de dicha localidad. El rango de las edades iba de 2 a 5 afos. Los animales fueron
divididos en dos grupos positivos (n=18) y negativos (n=17) a la presencia de huevos de F.

hepatica en heces.

Muestras de sangre y analisis bioquimico

Antes del sacrificio de los animales, se tomaron muestra de sangre para la bioquimica

del perfil hepatico de la vega yugular en tubos de 5 mL sin anticoagulante. Los tubos fueron
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centrifugados a 3000 rpm por 20 minutos para la separacion del suero, e inmediatamente el
suero fue almacenado en nitrogeno liquido a -196° C y transportados para su analisis de
laboratorio. Los parametros evaluados fueron: bilirrubina total (BT), bilirrubina directa (BD),
proteinas totales (PT), albumina (A), Aspartato aminotransferasa (AST) alanino
aminotransferasa (ALT), gamma-glutamyl transferasa(GGT), fosfatasa alcalina (FA), usando
los kits comerciales para cada parametro (Far Diagnostics, Italia), siguiendo el protocolo del
fabricante. La lectura se hizo por medio de analizador semiautomatico BS3000P (SINNOWA,
China).

Muestras de heces y analisis coproparasitolégico

Las 35 muestras de heces fueron tomadas post-mortem y colectadas en bolsas de
polietileno de autocierre y colocadas en cajas de poliestireno expandido con geles

refrigerantes, para su posterior analisis.

Para la evaluacidon coproparasitologica se utilizd la técnica de sedimentacion
espontanea (Tello y Canales, 2000), donde se us6 4g de heces y se hizo un homogenizado en
10 ml de solucion salina hasta que se logrd una suspension adecuada. La mezcla fue vertida
en un tubo coénico de plastico de 13 x 2.5cm, de 50 ml de capacidad filtrandola a través de
gasa. Se complet6 el volumen del tubo con solucion salina y se tap6é herméticamente. Se agitd
enérgicamente por 30 segundos y se dejé reposar por 45 minutos. Se elimin6 el sobrenadante
y con una pipeta se tomo una muestra del fondo del tubo. Se colocaron 4 gotas en dos laminas
distintas, agregandole luego gotas de lugol y de solucion salina a cada una. Finalmente, las
laminas portaobjetos fueron cubiertas con laminillas y se observo al microscopio (100X y

400X).

Analisis estadistico

Para observar si hubo diferencias significativas entre los valores obtenidos de los
animales positivos y negativos a huevos de F. hepatica, estos fueron analizados por el T-
Student test con un nivel de confianza del 95%. Los resultados se expresan como Prom + DS

(Promedio + Desviacion estandar).
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RESULTADOS Y DISCUSION

UI'L A mg/dL B
120 - 6 -
100 - 5
80 - 4 -
60 - 3
40 - 2 -
20 * * 1
0 . A vh 0 |
FA AST ALT GGT PT A
mg/dL C
0,08 -

* Las 3 figuras muestran el perfil bioquimico
0,07 7 hepatico en alpacas negativas ( || ) y positivas ( I )
0,06 - a huevos de F. hepética. Se puede observar en los
0,05 1 positivos incremento significativo * (p<0.05) en las
0,04 -
0,03 A
0,02 -
0,01 -

BT BD

enzimas ALT y GGT (A), lo mismo sucede con
los valores para bilirrubina directa (B);
mientras que, los valores de proteinas totales
(C) no muestran variacién entre positivos y

La fasciolasis o distomatosis es una enfermedad parasitaria de distribucion mundial
causal de pérdidas en los productos del ganado, en los costos asociados como tratamiento, la
baja ganancia de peso, la reducida fertilidad y productividad, entre otros (Leguia, 1997;
Rojas, 2004; Espinoza et al., 2010). Las duelas juveniles al recorrer hacia los conductos
biliares para su posterior desarrollo a estadio adulto ocasionara dafio a nivel del parénquima
hepatico asi como en los canaliculos biliares generando colestasis intrahepatica para
finalmente producir dafo a nivel de los conductos biliares produciendo colestasis
extrahepatica debido al proceso inflamatorio y obstructivo reflejdndose esta accion en un
incremento plasmatico de los niveles de enzimas que se localizan en los hepatocitos y el

epitelio biliar (Anderson, 2002; Leguia y Casas, 1999).
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Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran una diferencia
estadisticamente significativa en los niveles de bilirrubina directa, alanina aminotransferasa
(ALT) y Gamma glutamil transferasa (GGT), las cuales estarian asociadas con la accion que
ejercen los parasitos adultos una vez alojados en los conductos biliares, considerando y
relacionando la presencia de parasitos adultos en el animal con la presencia de huevos en las
heces, ya que esto reflejaria una infeccion parasitaria cronica (Meyer y Harvey, 1998;

Anderson, 2002).

La bilirrubina es un pigmento que se encuentra en la bilis que al estar incrementado en
el plasma podria ocasionar la pigmentacion de los tejidos, lo cual es un signo clinico
denominado ictericia. Entre las causas de hiperbilirrubinemia tenemos las anemias
hemoliticas y enfermedades hepatobiliares las cuales pueden conllevar al desarrollo de los tres
tipos de ictericias que se conocen (pre hepatica, hepatica y post hepatica) (Lattimer et al.,

2005; Kaneko, 2008).

En general, las principales causas de incremento de enzimas hepaticas y bilirrubina en
animales mayores son por anemias hemoliticas mas que enfermedades hepaticas (Benjamin,
1991). En la enfermedad hepatica cronica, las concentraciones de bilirrubina total se
encuentran dentro de los limites normales para la especie e inclusive, se sabe que en casos de
enfermedad hepatica severa en bovinos adultos no se evidencia incremento de las
concentraciones de bilirrubina, incrementandose solo ligeramente en novillos, cabras y ovejas
(Lattimer et al., 2005). Estos datos, coinciden con los resultados del presente estudio donde
no se evidencid elevacion de la bilirrubina total (la cual se incrementa por elevacion de la
bilirrubina directa, indirecta o ambas), sin embargo si hubo diferencia significativa en los
valores de bilirrubina directa para ambos grupos, lo cual podria tener dos posibles
explicaciones: por una disminucion del tiempo de supervivencia de los eritrocitos por una
enfermedad cronica y por la accidn mecanica de los parésitos adultos a nivel de los conductos
y/o canaliculos biliares. La enfermedad cronica o enfermedad inflamatoria puede ocasionar
secuestro de hierro por parte de los macrofagos y los neutréfilos disminuyendo la sintesis de
hemoglobina necesaria para la produccion y maduracion de gloébulos rojos como
consecuencia la anemia de tipo no regenerativa y disminucion de la vida media de los
eritrocitos por deficiencia de hierro y la posterior hipoxia tisular en la cual los hepatocitos
iniciaran el proceso de muerte celular con la tumefaccion celular y por consecuencia el

estrechamiento de los canaliculos biliares con la regurgitacion de la bilirrubina conjugada por
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hepatocitos funcionales (Sodikoff, 1996; Kaneko, 2008). La otra causa de elevacion de la
bilirrubina conjugada se explicaria por el efecto mecéanico producido por los parasitos adultos,
los cuales, al estar alojados en los conductos biliares ocasionarian un proceso inflamatorio
debido a la lesion de dichos conductos y asi también una obstruccion de los conductos biliares
(colestasis extrahepatica) debido a la acumulacion de las duelas (Anderson 2002; Rojas,
2004). Sin embargo, ninguno de estos procesos elevo los niveles de bilirrubina conjugada por
encima de sus valores normales, posiblemente debido a la poca severidad e intensidad de la
respuesta inflamatoria asociada a la presencia de parasitos y a la obstruccion parcial que
pudieran estar ejerciendo las duelas a nivel de los conductos biliares (Lattimer et al., 2005;

Kaneko, 2008).

Otro de los parametros que mostrd diferencia estadistica significativa entre ambos
grupos fue la alanina amino transferasa (ALT). La ALT es una enzima de alta especificidad,
concentrandose y mostrando una alta actividad en los hepatocitos, encontrandose a nivel del
citosol. Cualquier alteracion a nivel de membrana (o citosol) de los hepatocitos provocara la
liberacion de esta enzima al plasma sanguineo incrementando sus niveles por encima de sus
valores normales (Benjamin, 1991). Se sabe que en especies como canino, felino, primate y
otras especies menores la actividad de ALT en higado es muy alta, sin embargo, en bovinos,
caprinos, ovinos, equinos y camélidos sudamericanos la actividad de ALT hepatica es muy
baja, es por ello que la ALT no es utilizada en el diagndstico laboratorial de enfermedad
hepatica en animales mayores, siendo evaluada junto a alanina aminotransferasa (AST) y la
creatin kinasa (CK) en el diagnostico de patologias musculares (Kaneko, 2008). Es probable
que en el presente estudio un minimo incremento de ALT se pueda observar en casos de
lesion de hepatocitos por la accion detergente que ejercen los acidos biliares en el parénquima
hepatico producto de la obstruccion parcial de los conductos biliares por los parasitos adultos,
ya que al haber mecanismos de obstruccion de los conductos biliares sean intra o
extrahepdticos, esto provoca la regurgitacion de acidos biliares los cuales actuarian como
detergente y provocando una accién subletal a nivel de los hepatocitos traduciéndose en una
alteraciéon a nivel de la membrana, citosol y en raros casos a nivel de mitocondria
conduciendo al incremento de los niveles de enzimas hepaticas, sin embargo al no haber una
actividad enzimdtica elevada de ALT a nivel de los hepatocitos en animales mayores
(incluyendo camélidos sudamericanos), no se evidenci6 una actividad tan elevada que supere

los niveles normales de ALT (Siguas et al., 2007; Flores, 2009; ISIS, 2009).
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La enzima Gamma glutamil transferasa (GGT) es una enzima de moderada
especificidad que se encuentra principalmente en células con alta secreciébn o absorcion
presentes en el higado, rifion, pancreas y el intestino. La GGT es considerada un marcador
sérico principalmente para enfermedades del sistema hepatobiliar asociado a colestasis y en el
diagnostico de enfermedades hepaticas en la mayoria de animales (Kaneko et al., 2008)
presentando valores referenciales por encima de los valores de pequefios animales (Braun et
al., 1983; Milne y Doxey, 1985). Por lo tanto, la GGT indica fibrosis hepatica al migrar los
parésitos a los conductos biliares, donde alcanzan el estado adulto en ovinos, camélidos y
bovinos (Boray 1982). Estos datos coinciden con los resultados obtenidos en el presente
estudio donde los niveles de GGT fueron mayores en el grupo positivo a huevos de Fasciola
hepatica, sin embargo, estos valores se encontraron dentro de los limites normales para la
especie, lo cual podria explicarse en base a la baja carga parasitaria y como consecuencia un
menor efecto obstructivo por parte de los parasitos adultos en los conductos biliares. Algunos
autores consideran la GGT como la enzima de mayor sensibilidad de enfermedad hepatica en
animales mayores, incrementdndose en los primeros dias post dafio hepatico manteniéndose
elevado hasta las fases finales, esto, debido a debido a su excrecion urinaria y lactea y a la
rara presentacion de pancreatitis en animales mayores (Kaneko, 2008). Al haber baja carga
parasitaria en los conductos biliares habra poca induccion de esta enzima a este nivel
reflejdndose en un incremento ligero de la GGT manteniéndose en los limites normales para

la especie (ISIS, 1999; Flores, 2009).

La Aspartato aminotransferasa (AST) es una enzima de moderada especificidad que se
encuentra concentrada y en alta actividad en musculo esquelético y cardiaco, cerebro y
ertirocitos, localizandose en su mayoria en las mitocondrias y en menor proporcion a nivel del
citosol. La AST no es especifica de higado, sin embargo, es utilizada ampliamente en
animales mayores para el diagnéstico de enfermedades hepatobiliares, asi como en trastornos
musculares. En el presente estudio no se encontraron diferencias significativas de los niveles
de AST entre ambos grupos, presentando niveles dentro de los valores de referencia
encontrados en otros estudios en esta especie (Flores, 2009; ISIS, 2009), lo cual podria
explicarse por la ausencia de dafio letal en los hepatocitos (necrosis celular) y consecuente
elevacion de AST a partir de las mitocondrias. Otra enzima que se mantuvo dentro de sus
valores de referencia fue la Fosfatasa alcalina (ALP), considerada de baja especificidad en la
mayoria de especies ya que se presenta una actividad elevada en muchos tejidos del

organismo, siendo ésta observacion una limitante para su uso amplio en Medicina Veterinaria
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(Benjamin, 1991; Kaneko, 2008), y asimismo otra de las limitantes para su uso como
marcador hepatico en animales mayores es el amplio rango referencial que se maneja para

este grupo de animales (Siguas et al., 2007).

Finalmente, con respecto a los valores de proteinas totales, no se encontr6 diferencia
significativa entre ambos grupos, probablemente debido a la intensidad del dafio de los
hepéticos, lo que conllevaria a que los niveles de proteinas tales como proteina de fase aguda
u otras proteinas sintetizadas por los hepatocitos no se incrementen en casos de faciolasis,
manteniéndose dentro de sus valores referenciales para ambos grupos estudiados (Kaneko,

1989; ISIS, 2009; Flores, 2009).

CONCLUSIONES

e Los valores de ALT, GGT y bilirrubina directa se encuentran incrementados en
alpacas positivas a huevos de Fasciola hepatica, sin embargo, estos valores no
superaron los valores referenciales para la especie.

e No se observaron diferencias significativas entre los niveles de AST, fosfatasa
alcalina, bilirrubina total, bilirrubina indirecta y proteinas totales entre alpacas
positivas y negativas a huevos de Fasciola hepatica.

e Los cambios observados en los niveles de enzimas hepaticas y proteinas totales fueron
similares a los encontrados en otros estudios realizados en rumiantes, sin embargo, se
evidencié un incremento de los niveles de bilirrubina en los animales de estudio en

relacidn a otros rumiantes.
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