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"EVALUACiÓN DE LOS CAMBIOS EN EL TEGUMENTO DE 
Fasciola hepatica COMO CONSECUENCIA DEL TRATAMIENTO IN 

VITRO E IN VIVO CON UN FASCIOLlCIDA EXPERIMENTAL" 

RESUMEN 

La fasciolosis es una enfermedad parasitaria que causa severas pérdidas 

económicas en el ganado y se controla comúnmente mediante el uso de 

compuestos químicos denominados fasciolicidas. El presente estudio tuvo como 

objetivo evaluar los cambios morfológicos en el tegumento de Fasciola hepatica 

juvenil y adulta como consecuencia del tratamiento in vitre e in vivo con el 

compuesto alfa y su metabolito sulfóxido mediante microscopía electrónica de 

barrido (MEB). Las fasciolas utilizadas en el presente estudio se obtuvieron 

mediante la infección vía oral de borregos con metacercarias de Fasciola hepatica. 

Para los estudios in vitre se expusieron los parásitos adultos a 40 mg/l de sulfóxido 

de compuesto alfa a diferentes tiempos de incubación. En los estudios in vivo los 

borregos infectados se trataron con compuesto alfa en suspensión a la dosis de 10 

mg/kg vía oral y se sacrificaron a diferentes tiempos postratamiento. Para ambos 

estudios se incluyeron grupos de trematodos testigos sin tratamiento. En la 

mayoría de los especimenes observados mediante MEB se apreció un tegumento 

engrosado, surcos profundos, vesículas, pérdida de espinas y exposición de la 

lámina basal, sobretodo en la región media posterior y región de la cola de la 

superficie ventral. Las lesiones fueron similares en los estudios in vitre e in vivo, 

salvo algunas pequeñas diferencias en severidad y frecuencia, asimismo, los 

cambios en el tegumento fueron más severos en las fasciolas inmaduras. Bajo las 

condiciones en las que se realizó el presente estudio se concluye que el 

tegumento de Fasciola hepatica juvenil y adulta es un blanco importante para que 

el compuesto alfa ejerza su efecto. 

Palabras clave: Fasciola hepatica, fasciolicidas, compuesto alfa, microscopía 

electrónica de barrido. 



ABSTRACT . 

Fasciolosis, a parasitological disease that causes significant economicallosses, is 

commonly treated with chemical compounds called fasciolicides. The aim of the 

present study was to evaluate the tegumental surface changes in immature and 

adult Fasciola hepatica after treatment in vitro and in vivo with compound alpha 

and its sulphoxide metabolite. For both studies, flukes were raised in sheep 

infected orally with metacercariae of F.hepatica. For the in vitro studies adult flukes 

were exposed to 40 mg/l of alpha sulphoxide at different incubation times. For the 

in vivo studies sheep were treated orally with compound alpha at the rate of 10 

mg/kg and killed at different times postreatment. For both studies non treated 

controls were enclosed . The changes in the tegument were evaluated using 

scanning electron microscopy (SEM). In almost all the specimens evaluated by 

SEM the tegument appeared swollen, with deep furrows, presence of blebs, spine 

lost and an exposed basal lamina; these lesions were mainly observed at the 

posterior midbody and tail region of the ventral surface. The lesions were similar in 

both studies, although few differences were seen between in vivo and in vitro 

specimens. Immature flukes evaluated by SEM, showed more damages than adult 

ones. Under the conditions that this study was undertaken it is concluded that the 

tegument of immature and adult Fasciola hepatica is an important organ for 

compound alpha to exert its fasciolicide effect. 

Key words: Fasciola hepatica, fasciolicides, compound alpha, liver fluke, scanning 

electron microscopy 
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1. INTRODUCCiÓN 

1.1 Agente etiológico 
La fasciolosis es una enfermedad parasitaria que afecta a gran cantidad de 

animales herbívoros, omnívoros, rumiantes y ocasionalmente al hombre. Es 

causada por el trematodo Fasciola hepatica, cuya distribución geográfica 

corresponde a la de los huéspedes intermediarios, que son caracoles 

dulceacuícolas pulmonados, principalmente del género Fossaria (Nari y Fiel, 1984; 

Vera, 1994). 

El trematodo adulto tiene forma de hoja y es aplanado dorsoventralmente. En el 

extremo anterior se localiza el cono oral conformado por la ventosa oral, ventosa 

ventral y poro genital, que es el conducto común para el sistema reproductor 

femenino y masculino, ya que se trata de un parásito hermafrodita. Las dos 

ventosas son los principales órganos de fijación y le sirven al trematodo para 

adherirse al tejido de los conductos biliares. La superficie de fasciola está 

completamente cubierta de espinas también aplanadas dorsoventralmente y con 

punta en su parte posterior. Estas espinas se encargan de mantener al parásito 

dentro de los conductos biliares y le ayudan a rasgar el epitelio y a puncionar 

vasos sanguíneos para que el parásito se alimente. Estas estructuras crecen en 

longitud y se vuelven multipuntiagudas a medida que el parásito se desarrolla, así, 

las espinas anteriores rebasan 8 veces su tamaño inicial y las posteriores hasta 24 

veces (Dalton, 1999; Georgi, 1990). El número de espinas en la parte posterior se 

duplica de 3000 a 6000 durante la primera semana postinfección. Las espinas 

están firmemente adheridas a la membrana basal. Tanto en la parte ventral como 

en la dorsal el parásito está recubierto por tegumento, que es el sitio donde se 

llevan a cabo funciones bioquímicas, fisiológicas e inmunológicas entre el parásito 

y su huésped. Es un sincicio formado de capas protoplasmáticas, en el cual se 

lleva a cabo diferentes funciones: síntesis y secreción de varias substancias, 

absorción de nutrientes y osmoregulación entre otras. La membrana apical se 

encuentra cubierta por una delgada capa de glicocálix y la membrana basal está 

invaginada y contiene mucopolisacáridos. En el parásito adulto el tegumento 

presenta 2 tipos de cuerpos secretores llamados T1 que se encuentran en la base 
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del sincicio y los T2 en el ápice del mismo. En las fasciolas recién desenquistadas 

se localizan los cuerpos secretores TO, los cuales cambian a T1 cuando el parásito 

penetra al hígado. Los cuerpos secretores tienen como función renovar la 

membrana apical del parásito. El citoesqueleto de F. hepatica puede dividirse en 

tres componentes: los microtúbulos (compuestos de tubulina), los microfilamentos 

(compuestos de actina) y los filamentos intermedios, de éstos últimos se sabe muy 

poco. La mayoría de los estudios de citoesqueleto se enfocan a los microtúbulos, 

ya que son el principal blanco de acción para los antihelmínticos bencimidazólicos. 

Los microtúbulos son los responsables de diversos e importantes procesos 

celulares como la organización, transporte y movimiento de diversos organelos 

(Dalton, 1999). 

1. Microfotografía de barrido de Fasciola hepatica adulta, VO (ventosa oral), PG 
(poro genital), W (ventosa ventral), barra 2001Jm. 
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2. Microfotografía de barrido de la superficie ventral de la región media anterior de 
Fascio/a hepafica adulta, e (espina), barra 201Jm. 

3. Microfotografía de barrido de la superficie ventral de 
Fascio/a hepafica inmadura de tres semanas de edad, barra 5001Jm. 
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1.2 Importancia económica de la fasciolosis 

La importancia económica de ésta enfermedad radica en las graves pérdidas 

económicas que causa en la industria pecuaria, principalmente en ganado bovino 

y ovino de todo el mundo. Las pérdidas se dividen en directas como muerte de los 

animales y decomiso de hígados en el rastro e indirectas como baja de producción 

de leche, carne y retardo en el crecimiento. De los 36 millones de bovinos · 

existentes en México, 18 millones están expuestos a la infección por Fasciola 

hepafica, de éstos, 6 millones se encuentran infectados, por lo que se requieren 

entre 12 y 15 millones de dosis de fasciolicidas por año para tratar de controlar 

esta parasitósis (Quiroz e Ibarra, 2000). Boray (1994) menciona que se pierden 

anualmente más de 200 millones de dólares a nivel mundial por concepto de 

fasciolicidas. En las últimas décadas se cuenta con un mayor número de casos 

reportados de fasciolosis en humanos en Europa, América, Asia y África (Cheng y 

Mott, 1991). Los focos mayores de infección provienen de animales herbívoros 

domésticos, los cuales están ampliamente distribuidos en el mundo. La costumbre 

de ingerir plantas acuáticas semisumergidas del tipo de los berros, es un factor de 

riesgo muy importante para adquirir la infección por Fasciola hepatica. Los 

rumiantes actúan como reservorio principal con relación al hombre. No existe 

evidencia de que los ovinos y cabras adquieran inmunidad contra Fasciola 

hepatica, mientras que los bovinos son resistentes al desafío después de 

infecciones iniciales (Smithers, 1982). Según Boray (1969), una fasciola puede 

producir en ovinos entre 4000 a 50000 huevos del trematodo por día y de 8800 a 

25100 huevos por huésped entre las semanas 13 a 19 postinfección, de ahí que 

los ovinos juegan un papel importante en la contaminación de las pasturas y en la 

transmisión de la fasciolosis humana. La información obtenida por imágenes 

satelitales para saber de la distribución y prevalencia de esta zoonosis es de gran 

utilidad para controlar la enfermedad (Fuentes et al. 2001; Ronkni et al. 2003). 
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1.3 Distribución geográfica 

La distribución geográfica de F. hepatica es mundial, principalmente en zonas 

templadas y subtropicales y así la enfermedad es prevalerte en América del norte, 

Central y del Sur, Europa, Norte de Asia y África. La enfermedad también ocurre 

en algunas islas en las que se incluyen a Nueva Zelanda, Tasmania, Reino Unido, 

Islandia, Filipinas y algunas islas del Caribe (Quiroz e Ibarra, 2000). En México, los 

estados donde se ha encontrado una prevalencia del 73 al 100% son: Hidalgo 

(Ballesteros, 1995), Tabasco (Castro, 1983), Estado de México, Michoacán y 

Veracruz (Quiroz, 1973). La distribución de este parásito se relaciona directamente 

con la presencia del huésped intermediario y las condiciones ambientales 

favorables a éste. Gómez y Pérez, en 1978 determinaron la presencia de Fossaria 

cubensisen el Altiplano central de México, especie infectada naturalmente hasta 

el 100%. 

En los últimos años, la incidencia de la fasciolosis se ha incrementado de manera 

dramática en el Reino Unido e Irlanda. En Escocia y el Norte de Inglaterra se 

experimentó la peor temporada de casos reportados de fasciolosis durante los 

años de 2002-2003 (Novartis, 2003). En el Norte de Irlanda hubo un incremento 

del 30% durante el otoño e invierno de 2002, (Hanna, 2003). 

1.4 Quimioterapia 

El control de esta enfermedad se puede llevar a cabo mediante: tratamientos 

químicos contra el parásito, medidas de manejo y tratamientos químicos contra el 

huésped intermediario (molusquicidas). En México, generalmente se utiliza el 

tratamiento químico contra el parásito cuando éste se encuentra dentro del 

huésped definitivo. Es importante saber que la patogenia de la fasciolosis se 

manifiesta más frecuentemente cuando el estado juvenil del parásito va migrando 

por el parénquima hepático y no cuando el verme se encuentra alojado en los 

conductos biliares en su estado adulto, de ahí la importancia de contar con 

compuestos indicados contra los estadios inmaduros tempranos del parásito. 

En los últimos años, el advenimiento de fasciolicidas de mayor efectividad ha 

permitido la programación de tratamientos profilácticos, tendientes a evitar 
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totalmente la contaminación de los pastos eliminando F. hepatica del huésped 

definitivo durante el periodo prepatente (Soulsby, 1988). 

El descubrimiento y posterior desarrollo de agentes químicos que puedan ser 

utilizados para combatir helmintos, sin causar efectos indeseables en el animal 

hospedador, es muy lento, complejo y requiere una inversión económica muy 

significativa. Desde el descubrimiento de la fenotiazina en 1938, fecha que se 

considera como el primer gran avance en terapia antihelmintica, mucho esfuerzo 

ha sido volcado en la búsqueda del fasciolicida ideal. Un fasciolicida ideal deberá 

reunir las siguientes propiedades: a. índice terapéutico amplio, b. Amplio espectro, 

c. Activo contra estadios inmaduros y adultos, d. Que no produzca alteraciones en 

la vida del animal y e. Económicamente aceptable (Quiroz e Ibarra, 2000). 

Con base a su estructura química, los fasciolicidas han sido divididos en los 

siguientes grupos (Dalton, 1999): 

1. Fenoles halogenados (bitionol, hexaclorofeno, niclofolan, nitroxinil) 

2. Salicilanidas (brotianide, closantel, oxiclozanida, rafoxanide). 

3. Bencimidazoles (albendazol, mebendazol, triclabendazol). 

4. Fenoxialquenos (Diamfenetida). 

Algunos de los fármacos del último grupo poseen actividad ovicida, lo cual puede 

tener cierta trascendencia epidemiológica cuando los animales tratados son 

llevados a pastos no infectados, ya que los huevos eliminados serán 

probablemente estériles. Los compuestos benzimidazólicos (BZD) pueden ser 

clasificados de la siguiente manera: 

a) BZD tiazólicos: tiabendazol 

b) BZD metilcarbamatos: albendazol 

c) BZD halogenados: triclabendazol 

d) Pro-BZD: netobimin 
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A continuación se muestra un listado de varios de los compuestos que han sido 

utilizados contra F. hepatica en México en ovinos: 

Cuadro 1. Fasciolicidas 

Principio activo Nombre comercial Laboratorio Dosis mg/kg 
Triclabendazol Fasinex Ciba-Geigy 12 oral 

Closantel Flukiver Janssen 5 SC 
Clorsulon/ivermectina Ivomec F M.S.D. 2 SC 

Rafoxanide Ranide M.S.D. 7.5 oral 
Nitroxinil Trodax Merial 10 SC 

Albendazol Valbazen Smith Kline 10 oral 
Closantel Zeponver Chinoin 15 oral 

1.5 Bencimidazoles 

Los bencimidazoles presentan un mecanismo de acción similar. La discrepancia 

en cuanto a la eficacia de estos fármacos contra distintos parásitos se debe 

probablemente a la diferencia en la biodisponibilidad de los mismos dentro del 

huésped; siendo los más potentes aquellos que presentan las velocidades de 

absorción y eliminación más lentas (McKellar y Scout, 1990). 

Mecanismo de acción (Fairweather y Boray, 1999; Martin, 1997): 

1. Se adhieren a las moléculas de tubulina inhibiendo la formación de los 

microtúbulos de la pared celular del parásito, bloqueando así la división 

celular. El número de protofilamentos en los microtúbulos de las células de 

los parásitos es diferente comparado con el de las células de los 

mamíferos. Las células de éstos últimos contienen 13 protofilamentos en 

sus microtúbulos (Davis y Gull, 1983), en tanto que las células de los 

parásitos tienen 11, 12 Y 14 protofilamentos. 

2. Interfieren en el proceso metabólico alterando el sistema respiratorio 

(energía de síntesis) en la mitocondria. Ocasionan que en los nematodos se 

disminuya la producción de ácidos orgánicos oxidados como productos 

finales del metabolismo; acción que probablemente se lleva a cabo cuando 

estos fármacos interfieren con reacciones que involucran grupos 

semejantes a la purina. 
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3. Inhiben el consumo de glucosa, incrementan el uso de las reservas de 

glucógeno e interactúan con las enzimas metabólicas de los parásitos, 

causando un efecto letal al producirse una disminución de adenosin 

trifosfato (ATP). 

Los bencimidazoles tienen un metabolismo extenso en los mamíferos después 

de una administración oral. El compuesto precursor tiene generalmente una 

vida media corta y son sus metabolitos los que predominan en el plasma, los 

tejidos y las excretas. Estructuralmente todos los bencimidazoles 

antihelmínticos contienen el núcleo bencimidazólico, pero difieren en la 

sustitución del carbón 2 (R1) Y el carbón 5 (R2). El sitio principal de 

biotransformación de los bencimidazoles es principalmente la fracción 

microsomal del hígado. Este proceso conduce a la obtención de metabolitos 

más polares y con menos eficacia antihelmíntica. Sin embargo, la importancia 

de la biotransformación de estos compuestos por los microorganismos del 

tracto gastrointestinal en los rumiantes ha sido poco considerada. Aunque la 

fracción citosólica del hígado puede también estar involucrada, el tracto 

gastrointestinal es el sitio principal para la formación del sulfóxido. En el hígado 

las reacciones de oxidación son catalizadas por dos sistemas enzimáticos, el 

responsable de la formación del sulfóxido es la Flavo-monooxigenasa, mientras 

que el responsable de la oxidación a sulfona es el citocromo-monooxigenasa, 

este último involucra un proceso bifásico, lento e irreversible (Gottschall et al. 

1990; Vértiz, 2000; Lanusse et al. 1992; Hennessy, 1993). 
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1.6 Triclabendazol (TCBZ) como agente fasciolicida 

- :XX~-CHJ Ka #~ 
Fig. 1. Estructura del triclabendazol 

Su nombre químico es 5-cloro-6-(2,3-diclorofenoxi)-2-metiltio-1 H-benzimidazol 

Este fármaco es hasta la fecha el más reciente y eficaz fasciolicida contra F. 

hepatica, pero al igual que el clorsulon tiene un precio bastante elevado. En los 

últimos años se ha investigado en bovinos, ovinos y caprinos en Europa y EU. El 

TCBZ, es un derivado del benzimidazol, con olor fenólico. Interfiere con la 

fumarato reductasa y las funciones microtubulares, retarda la maduración del 

parásito y ocasiona muerte lenta. Se biotransforma en hígado y su metabolito 

principal es el sulfóxido, que es el que realiza la actividad fasciolicida. Tiene una 

buena absorción vía oral y se elimina por sangre y por leche. Estudios realizados 

en ovejas y cabras demuestran que la administración oral de 10 mg/Kg ocasiona 

una máxima concentración sanguínea de 15 ppm en 10 días. Se alcanza un nivel 

estable en 48 hrs y la curva de depleción tiene una vida media de 22 a 34 hrs. 

Mas del 95% de la dosis se elimina en heces, 2% en orina y 1 % en leche. Hay 

residuos detectables en músculo, hígado, riñón y grasa. El periodo de eliminación 

es de 28 días. El triclabendazol posee una actividad específica contra fasciolas 

inmaduras desde una semana de edad. En ovinos, a dosis terapéuticas, es eficaz 

de 80 a 95% para fasciolas de 1 a 3 semanas de edad y de 4 a 12 semanas es 

efectivo un 95 a 100%. En bovinos, la eficacia se distribuye de la siguiente 

manera: 1-3 semanas, 80-95%; 4 Y 5 semanas, 78-80%; 6-8 semanas, 80-95 % Y 

de 9 semanas en adelante, 95-100%. Es bastante efectivo para tratar también F. 

gigantica (Sanyal, 1994). Al destruir fasciolas inmaduras, ayuda a restaurar 

parcialmente el tejido hepático y con esto la actividad enzimática (Jemil et al. 

1994). 

La dosis y vía de administración es de 10 mg/Kg oral para ovinos y 12 mg/Kg oral 

para bovinos. Tiene un margen de seguridad de 16 veces la dosis recomendada. 
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El triclabendazol, a diferencia de otros benzimidazoles, presenta una extensa 

unión a proteínas, mayor a 99% a concentraciones de 6, 9, 12 22, Y 30 mg/ml. Se 

une a la albúmina y es lentamente liberado en hígado, la unión no es covalente 

por lo que los metabolitos pueden ser fácilmente disociados por disolventes 

orgánicos como la acetona. Un punto importante de hacer notar con respecto a 

este bencimidazol es la reciente aparición de resistencia al fármaco; el primer caso 

de resistencia fue reportado en 1998 al tratar 6 ovinos que presentaban edema 

mandibular debido a F. hepatica, 15 días después de haber sido tratados con 

triclabendazol a dosis de 10 mg/Kg/oral. Se dio un segundo tratamiento y a los 7 

días se encontró a la necropsia, en uno de los ovinos tratados 100 fasciolas y en 

los otros 5, se observó un promedio de 182 hpgh. Se repitió un tercer tratamiento y 

a los 9 días después, la carga parasitaria no disminuyó (Mitchell et al. 1998; 

Overend y Bowen, 1995). Sin duda alguna, este factor de resistencia puede 

afectar seriamente la permanencia futura de este fármaco en el mercado mundial. 

1.7 Compuesto alfa como agente fasciolicida 

Desde hace algunos años se ha estado trabajando en el diseño, síntesis y 

evaluación biológica de diversos compuestos con miras a evaluar la eficacia 

faséiolicida; reflejando así los esfuerzos de una colaboración entre el Instituto 

Nacional de Investigaciones Forestales Agrícolas y Pecuarias (INIFAP) y las 

Facultades de Medicina Veterinaria y Química de la UNAM (Castillo y Hernández, 

1991). En un principio surgieron varios compuestos que mostraron porcentajes de 

eficacia considerados dentro del rango de aceptables (Ibarra et al. 1995, 1996). 

Posteriormente, se logró sintetizar y evaluar biológicamente la eficacia fasciolicida 

del denominado compuesto "alfa" (5-cloro-2-metiltio-6-(1-naftiloxi)-1H

benzimidazol) (Hernández et al. 2002). Este fármaco ha demostrado en diversos 

estudios porcentajes de eficacia entre el 86% hasta el 100% contra diversas 

edades de F. hepatica en ovinos (Ibarra et al. 1996, 1997, 2000; Rivera et al. 

2002) y bovinos (Ibarra et al. 2004; Vera et al. 2003, 2004). 
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Propiedades físico-químicas del compuesto alfa (Del Rivero, 1998): 

• Es un polvo blanco, cristalino, con ligero olor característico 

• Su fórmula condensada es C18H13CIN20S 

• Peso molecular de 340.86 glmol 

• Punto de fusión de 171-179°C 

• pKa de 2.87, compuesto con características de base débil 

• Es insoluble en agua 

• Ligeramente soluble en disolventes orgánicos 

• Es de carácter liposoluble 

• Se metaboliza rápidamente a sulfóxido 

H 
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Fig. 2. Estructura del compuesto Alfa 

Cuadro 2. Formulación de la suspensión del compuesto alfa 

(Ibarra et al. 2000) 

Pectina 

Carboximetilcelulosa de densidad media 

Carboximetilcelulosa de alta densidad 

Compuesto alfa 

Excipiente c.b.p. 

14 

0.50g 

2.50g 

0.85g 

7.00g 

100ml 



En el siguiente cuadro se presenta la solubilidad del compuesto alfa a diferentes 

pH y disolventes: 

Cuadro 3. Solubilidad del compuesto alfa 

(Del Rivera, 1998) 

Disolvente Solubilidad (mg/ml) 

Solución amortiguadora de fosfatos pH=7.4 >0.00002 

Solución amortiguadora de fosfatos pH=6.0 0.00047 

Solución amortiguadora de fosfatos pH=2.2 0.00380 

Solución amortiguadora de fosfatos pH=1 .3 0.00620 

NaOH 0.1 N 0.00032 

HCI 0.1 N 0.010 

Acetonitrilo 0.009 

Acetona 0.038 

Propilenglicol 0.041 

Hexano 0.062 

Metanol 0.100 

Dimetil-sulfóxido 0.210 

Cuadro 4. Parámetros farmacocinéticos del compuesto alfa en ovinos 

(Del Rivero, 1998) 

Parámetro farmacocinético Medias 

Vida media de absorción 6.17 hr 

Vida media de eliminación 18.95 hr 

Cmax 8.0 ¡.Jg/ml 

Tmax 11.4 hr 

ABC 238.39 ¡.Jg*h/ml 

Volumen de distribución 58.57 L 

Depuración 68.76 ml/min 

15 



Fig.3. Concentración plasmática del compuesto alfa después de una 
administración oral de 10mg/kg en borregos (Del Rivero, 1998) 
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3. Discusión 

Los resultados obtenidos en el presente estudio sugieren que el modo de acción 

del compuesto alfa esta dirigido hacia la inhibición en la formación de 

microtúbulos. Se cree que la mayoría de los bencimidazoles presentan un modo 

de acción muy similar, estudios previos demuestran que la acción se concentra en 

la inhibición de la actividad mitótica (McKellar and Scout 1990), estos compuestos 

son efectivos contra Fasciola hepatica adulta a dosis elevadas (Bradley et al. 

1981). La diferencia en la eficacia de los bencimidazoles en el parásito puede 

deberse a la estructura de los microtúbulos de las células de éstos. Algunos 

estudios demuestran la diferencia en el número de protofilamentos en los 

microtúbulos de diferentes parásitos (Davis and Gull, 1983). Por otro lado, Kohler y 

Bachean (1980) utilizaron extractos de tubulina de Ascaris suum para estudiar la 

unión del mebendazol y la colchicina a los microtúbulos del parásito. Así mismo 

Stitt y Fairweather (1994) El tegumento de fasciolas juveniles y adultas puede ser 

un blanco muy importante para que los fasciolicidas ejerzan su efecto, algunos de 
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estos compuestos, producen cambios significativos en el tegumento como bloqueo 

del tránsito de los cuerpos secretores de la base al ápice del tegumento, lo que 

resulta en la pérdida total de este órgano a las 24 h. 

La mayoría de los especimenes evaluados en estos estudios mostraron una 

disminución marcada de actividad a partir de las 6 horas postratamiento y 

postincubación, en comparación con los parásitos testigos sin tratamiento. Estos 

resultados coinciden con otros previamente realizados, en los cuales se evaluaron 

los metabolitos activos de los bencimidazoles que tienen gran relevancia en su 

modo de acción; por ejemplo, el albendazol produce un incremento en la motilidad 

del parásito antes de matarlo y el sulfóxido disminuye la actividad de éste; el 

triclabendazol y su metabolito activo provocan una marcada disminución en la 

actividad de la fasciola (Fairweather et al. 1984). Se cree que esta disminución de 

motilidad se debe a una hiperpolarización de la membrana del tegumento (Bennett 

y Kohler, 1987). 

Debido al patrón de lesiones observadas en los especimenes · de los presentes 

estudios, y debido a que 40 horas postratamiento con 10 mg/kg de compuesto alfa 

en ovinos se mantiene una concentración plasmática de 8.5m Ilg/ml, se presume 

que la vía de entrada del compuesto alfa al parásito sea por vía oral, ya sea por 

ingestión de sangre o plasma del huésped, así como también por vía 

intrategumental, esta última vía sobre todo en los parásitos expuestos al fármaco 

en condiciones in vitro. Reportes similares al respecto de la vía de entrada de 

diferentes fasciolicidas fueron hechos por diversos autores (Buchanan et al. 2003; 

Verheyen et al. 1982; Stitt and Fairweather 1993); sin embargo, no se pueden 

establecer datos certeros acerca de la vía de entrada del compuesto alfa, ya que 

varios factores tienen que ser tomados en cuenta, principalmente el metabolismo 

del fármaco en el parásito, lo cual queda por ser determinado. 

La resistencia hacia los bencimidazoles es un problema mundial que va en 

aumento día a día, sobre todo en los nematodos (Jackson, 1993) y trematodos 

(Brindley, 1994; Boray et al. 1997); parece ser que la resistencia hacia los 

fasciolicidas se debe a un mecanismo genético, que aunado al uso indiscriminado 

de algunos fasciolicidas, como el triclabendazol , sobre todo en países Europeos, 
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ha comenzado a crear resistencia en poblaciones heterogéneas de Fasciola 

hepatica (McConville, 2004). Los mecanismos genéticos y bioquímicos 

involucrados en la aparición de resistencia en los helmintos son bastante 

complejos y no son bien conocidos; pero se plantea que varia de acuerdo a los 

fármacos empleados y de acuerdo con la especie que se encuentra expuesta a 

éstos (Eddi et al. 1996) 

Se creé que el mecanismo se relaciona con la pérdida por mutación, de la 

afinidad por los receptores a los fármacos utilizados. Aspectos como el grado de 

dominancia de los heterocigotos y el potencial reproductivo de estos individuos 

influyen de forma determinante en el desarrollo de la resistencia (Mottier y 

Lanusse, 2001). 

La resistencia de F. hepatica hacia el triclabendazol fue reportada por vez primera 

en Australia por Overend y Bowen en 1995 y posteriormente en Irlanda y Reino 

Unido (Coles et al. 2000; Mitchell et al. 1998). Hay evidencias recientes de que las 

cepas de Fasciola hepatica resistentes al triclabendazol son capaces de 

metabolizar más rápido el fármaco que las cepas no resistentes (Robinson et al. 

2004) 

A pesar de los intentos por introducir un control antiparasitario integrado, las 

medidas de control continúan siendo basadas, casi exclusivamente, en el 

tratamiento químico. La falta de integración entre medidas de manejo animal y 

tratamientos es un factor de alto riesgo en el desarrollo de resistencia. Queda 

claro entonces que el trabajo fármaco-parasitológico conjunto será crucial para 

proponer soluciones, que basadas en el conocimiento científico sobre el tema, 

puedan aportar soluciones para retardar el desarrollo de resistencia a los fármacos 

disponibles. 

La mayoría de los fármacos fasciolicidas no son eficaces contra todas las edades 

de F. hepatica, o si lo son , la dosis tiene que aumentar para tratar estadios 

inmaduros de ésta y al aumentar la dosis, aumenta la toxicidad del compuesto. El 

triclabendazol es el único fármaco que muestra una eficacia satisfactoria contra 

todos los estadios de las fasciolas, pero al igual que la gran mayoría de los 

fasciolicidas, es un fármaco de importación. Por esta razón se considera necesario 
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desarrollar un compuesto fasciolicida de producción nacional , que no sea tóxico 

para el huésped y que sea efectivo contra todos los estadios evolutivos de F. 

hepafica, además de que sea económicamente accesible. 

Los riesgos que se corren para desarrollar nuevos fármacos son enormes. De 

cada 10,000 substancias que son sintetizadas y evaluadas biológicamente en un 

laboratorio, sólo una o dos son finalmente aprobadas. Se requiere un promedio de 

12 años para el desarrollo y estudio de un fármaco nuevo. Una vez que se ha 

descubierto la molécula y se ha probado su eficacia, se deben de realizar pruebas 

de toxicidad como: DL 50%, toxicidad aguda, sub aguda y crónica, reacciones 

dermatológicas, carcinogenicidad, teratogenicidad y embriotoxicidad entre otras 

(Alva, 1997). 

El modo de acción de diversos fasciolicidas ha sido estudiado anteriormente. Sin 

embargo, la mayoría de datos obtenidos solo sugieren que posiblemente el efecto 

generado por estos fármacos puede ser de tal o cual manera sin atreverse a 

especificar o afirmar claramente la forma en que el fasciolicida afecta o extermina 

al parásito (Fairweather et al. 1999). 

Mediante el uso de la microscopía electrónica de barrido se ha comprobado que el 

compuesto alfa daña en forma importante el tegumento de Fasciola hepafica 

inmadura y adulta; sin embargo, se requieren realizar nuevos estudios para 

conocer el metabolismo del fármaco en el parásito, así como también la acción de 

éste en otros sistemas del trematodo; dichos estudios se están llevando a cabo. 

Bajo las condiciones en las que se realizó la presente investigación se concluye 

que el compuesto alfa es un fasciolicida potencial que afecta de manera 

importante el tegumento de F. hepafica, amen de que podría ser una alternativa a 

futuro para resolver el problema de resistencia hacia el triclabendazol que se está 

experimentando en la unión Europea, así como también sería de esperar una 

reducción de costos por tratamientos antiparasitarios en el ganado de nuestro país 

al tener acceso a un fasciolicida de producción nacional. 
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Abstraet Our objeclivc was lo <Jelermine by scanning 
eleClron microscopy the structural changes in the tegu
ment of adult Fasciola hepatica afler treatment with 
5-chloro-2-methylthio-6-{ I-naphtyloxy)-I H-benzimid
azole. called compollnd alpha, and its active metabolite 
sulphoxide. under in vitro and in vivo conditions. For Ihe 
in vitro sludics. llukcs from sheep wereexposed lO 40 mg/I 
01' compound alpha-sulphoxide over difTerenl incubation 
times. Flukes for Ihe in vivo sludies were raised in sheep 
trcated orally wilh compound alpha and killed at different 
times post-trealmenl. Non-trealed controls were included 
for caeh time of incubation. Thc results showed lesions 
afler 6 h of Ireatment, such as swelling and furrows. At 
12 h. the spines appeared to be surrounded by the tegu
menl. Al 24 h lhe tegument in sorne areas showed an ex
posed basal lamina. These changes became more severe as 
the incubation periods of thc treated flukes increased. 
Compollnd alpha excrts a significant cffect on the tegu
ment 01' F. /¡"patim. 

Introduction 

Fasciolosis. c;¡uscd by Fasáula /¡"pl/licu, is a parasitic 
discase of grcat economic imporlance in sheep and cattlc 
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in many parls uf Ihe world (Del Campillo and Vázqucz 
1999). Although previous studies on the fasciolicide 
activity of experimental compound alpha have been re
ported for shcep (Vera 1994; Ibarra el al. 1996, 1997, 
2000; Hernándcz et al. 2002; Rivera el al. 2002) and 
callle (Vera et al. 200}, 2004; Ibarra el al. 2004), nothing 
is known aboul its mode of action . 

Thc aim 01' the present sludy was to determine by 
scanning electron microscopy (SEM) the struclural 
changes in Ihe legument of adlllt F. "eparica al' ter 
treatment with compound alpha and ilS metabolile sul
phoxide (alpha-sx) under in vitro and in vivo conditions. 

Materials and methods 

The synthesis and formulation of compound alpha werc 
carried OUI as prcviously described by Hernández et al. 
(2002) and Ibarra el al. (2000), respeclively. 

In vitro slUdies 

Two pclibucy. flukc -frcc. I-j'car-old male shecp were 
used. On day O. bolh shecp were infecled with 250 
melacercariac uf F. "epariea obtained from an infection 
of Lytnllllel/ clIbensis snails under laboratory conditions 
using the method described by Vera (1994). At 12 weeks 
arter infection. the animals were killed in order to collect 
lhe flukes from the liver, which were then transporled to 
the parasilology laboratory in lhermos tlasks containing 
RPMI-I640 (SIGMA) culture medium at 37°C, as well 
as antibiotics (penicillin. 50 IU /ml . streptomycin 50 mgi 
mi and 50% hovine serum). Next. using a laminar tlow 
cabinet, the tlllkes were washed in several changes 01' 
warm (37°C) sterile RPMI-I640 with the same compo
nents as mentioned above. Using lhe method described 
by Ibarra and Jenkins (I984), six groups of eight flukes 
each were formed. Three groups were incubated 
respectively for 6. 12 and 24 h in a fresh culture medium 
conlaining compollnd alpha-sx at a concentrati!>n 01' 
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40 mg/ l. The other three groups remained as untreated 
controls for each ineubation time. Zero hour controls 
wcre tixed at the initial washing. For SEM , the flukes 
were fi,cd for 24 h in 4% glutaraldehyde in 0. 1 caco
dylate buffer, pH 7.2 and for 1.5 h in 2% osmium 
tetroxide . They were then washed five times in a caco
dylate buffer. dchydrated through acctone, critical point 
dried in carhon dioxide, fixed to aluminum stubs and 
coaled wilh gold in a SEM coating system I I-Hd Po
laron . The flukes were viewed with a Zeiss DSM -950 
sca nning electron microscope. 

In vivo studies 

Nine pclibuey, free-flllke, I-ycar-old male sheep \Vere 
infeeled as described above. At 12 weeks post-infection 
a coprologic examination was performed using the sed
imcntalion lest (Ministry of Agriculture Fisheries and 
Food 19~~) lO determine the presence of F. hepalica 
eggs. Three groups of three animals each \Vere formed. 
Two sheep from each group were treated orally \Vith a 
single dose of 10 mg/kg of compound alpha formulated 
as a I o 'Yo, suspension. The third animal of each group 
remaincu as an unlrealed control. In arder to collect lhe 
ftukcs fro/11 lhe liver, the animals were killed at 6, 12 and 
24 h post-lrealmenl. respeetivcly. The Aukes oblained 
were repcatedly washed in prewarmed (37°C) RPMI-
1640 culture medium and fixed by the method dcscribed 
for the in vilro studies. Eight ftukes rrom each group 
were evalualcd by SEM. 

Results 

In vilro SEM evalllations 

Ohservalions made on adull flukes exposed lO 40 mgj l 
01' compound alpha-sx for 6, 12 and 24 h ineubation 
were reearded as follows in almost all of lhe specimens 
examin~u . 

Afrer (¡ " lit' ¡"cuharion 

Sorne Icsions and blebbing were observcd around the 
oral suckers. On lhe dorsal surface, the tegument pre
sented an almost normal appcaranee without evident 
lesions . Al higher magnification of lhe ventral mid-body 
region , lhe tegument was swollen and showed some 
furrowing (Fig . 1). Almost all ofthe spines ofthe ventral 
mitl -hody regio n \Vere surrounded by the tegumen\. 

Afia /2 h o(i/1('uhario/l 

Deep f urrows were observed on both surfaces. more 
lowards lhe oral cone region. and the debris of spines 
and hlebs of different sizes and forms were seen in lhe 
ventral mid-body region (Fig. 2). In some arcas the 
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tegument was broken and flaky: blebbing was more se
vere on the venlral surfaee lhan on the dorsal one. 

Afrer 24 h oI incuhalion 

Disrupted, swollen and pilted tegument was observed in 
differenl regions of both surfaees. inc1uding most of the 
venlral mid-body and posterior region. Similar Icsions 
were obscrvcd on the dorsa l surface. In other arcas of 
the parasile, the smoolh legumenl seemed to be breaking 
off, moslly on lhe venlral surface of lhe mid-body regiun 
(Fig. 3) and the posterior region. 

In vivo SEM cvaluations 

Dala on adull Ilukes from sheep treated orally \Vilh 
10 mgjkg ofcompound alpha and recovered at 6.12 and 
24 h \Vere as follows in almost all of the speeimens 
examined. 

Ajie, 6 " of I,ealmenr 

In a number of lhe speeimens cxamined. Ihe appearnnce 
was almosl normal exccpt for a slighl disorganiza lion of 
lhe lateral margins of lhe venlral surfaec. Thc spines of 
lhe ventral and dorsal surfaee mid-body regions and lail 
were well dislributed. At high magnification of lhe 
ventral surface mid-body region. lhe tegumenl was 
swollen with some superficial fissures between the spines 
(Fig. 4). The spines \Vere attached lo lhe base and pro
jected normally to lhe surface. 

Afler 12 }¡ oI trearmen! 

The legument of lhe oral cone and ventral mid-body 
region was swollen in almost all the specimens exam
ined. At the laterdl margins 01' bolh surfaces, asevere 
disorganization was observed. Al high magnificalion of 
the ventral rnid-body region. the spines were submerged 
in the legumenl 1eaving only Ihe lips free (Fig. 5). This 
same Icsion was obscrved in lhe ventral lail region: il 
was less severe on lhe dorsal surface. 

Afier 24 h of Ircalmen! 

BOlh surfaces of the Aukes showed deep furrows in the 
tegument, particularly over lhe oral eone region. The 
surface of lhis region appeared roughened and swollcn, 
spincless zones being seen on both surfaees 01' lhe par
¡¡site, especially in the mid-body "nd in the lail regions. 
On lhe ventral surface miu-body region. lhe lcgumenl 
was smooth in some areas while olher areas had no 
¡egument and only the basal lamina was observed 
(Fig. 6). 

AII controls had a normal appcarance wilh no alter
ation in lheir structures. 
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Discussion 

SEM }¡,\S hCt'll "-,,ti lo c\'aluak Ihe ClJiC:1Cy or l1lany 
fasciolicidcs (Ander,on aolÍ Fai,.we'H hcr 19%; Hm:ha
na n d . al. 2002: !\'1eaney el :11. :!002, 2fl(3) be~~~m:-.e Í! ' i'i :t 
S llí t ubh~ l(:chrHquc fúr Obscfvi ng lh\' dt.tnli.lgcd sllrface 01' 
lhe nllk,~ rCl! Umitlll. wbich cilrrics ou t diffcrcnr llIcc.;h(Hli~ 
(;<11 (lnt! m~'taho l ic !\mcllons 1"01' Ü il' para~itc \ D:tltnn 
1'>9\1). 

T Ile:: prc:\cnt st.udy has sh\)wn ¡he kSl(.n s. !h:ll '()!ll

p('und alph~1 caLlsc~ t rI lhe lcgum~n l Cf thhll l Fhc'/Ullitt:. 
Thi.~!- .. ~ Icsi .. )fl :' ill crcHsed pf()grcs~ivt'I'!¡ ;J~ thc int.~uha l ¡oJl 
p(:riúd D1' rrca lcd l1uh.cs in...::rc~ls;,;d, b,'ing similar ín lhe 
spt"cimcll:' froll1 both Ib..~ in vltrp i.md in \'1\(J "Itudi,:.s. 
aJthough snlall ditr'rellcc-~ werc" ob~,!rvl!d hel\\'C~!l lhe 
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lesions in Ihese sludies. The ventral surfaces showed 
more damage Ihan Ihe dorsal ones. with even more being 
seen in Ihe mid-body and posterior regions. The reasons 
for Ihesc regional differenees are unclear, bul may be 
relaled 10 developmenlal ehanges in the tegument 
(Anderson and Fairweather 1998). Blebbing was more 
severe in Ihe in vilro studies than in Ihe in vivo, whieh 
Olay be duc lO the fael Ihal the fluke is in more direet 
contacl with Ihe drug in the in vitro sludies (V.F . Ibarra. 
personal coOlOlunieation). In in vilro exposure, il may 
be a reduclion or cessalion of feeding that restricls drug 
uptake lo Ihe legumenl (Meancy el al. 2003). Anolher 
reason could be Ihal compound alpha penetra les Ihe 
parasite more rapidly in the host than eompound alpha
Sx. bUI the accumulalion of lhe sulphoxide in lo Ihe f1ukc 
tissues may be more pronounccd. Thesc results are 
similar to Ihose oblained by Bennett and Kohler (1987). 
Fairwealhcr et al. (1987) mentioned that diamph enetide 
causes blebs illcreasing in size. which then burst causing 
the loss or spines. lesions and eventual sloughing of the 
legumenl. Blebbing has also been observed wilh other 
anthelmilllic drugs. It is bclieved to be caused by a cal
cium-dcpcndent process and represents a reaction to 
stress (Dalton 1999). 

The results ohtained in this study agree with Ihose 
reported in othcr studies on the effects ofbencimidazoles 
(Stitt and Fairwealher 1993; Meaney et a l. 2004). It is 
evid~nl lhal the legumenl or F. hepalica is highly sus
ceptible to compound alpha ando more specifically, to its 
active meta bolite alpha-sx. The lesions eaused lo the 
parasite indicate thal the life of the f1uke is at risk, and 
Ihal lhe bile and other subslances in the hosl are freely 
exposcd. Althollgh the modes of action of different 
fasci o licides have been studicd previously (Fairweathcr 
and Boray 1999). the resulls oblained do nol reveal the 
exaCl way in which the drug kills the parasite, but it 
seems that drllg metabolism by the host and the parasite 
may be <In important factor; this, however, remains 10 be 
delermined by future studies. 

In suOlma~y. tcgumental 5welling. blebbing and spine 
loss are lesions lhal are al50 found in other fasciolicides 
(Stitt ami Fairweather 1994). The tegument 01' F. 
hel'{/Iim might be a fasciolicide target organ for com
pounds alpha and alpha-sx. 
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Abstraet The damage to the tegument of 3-week-old 
Fuscio/a hepatica was evaluated by scanning electron 
microscopy (SEM) following treatment with the 5·chloro-
2-methylthio-6-( I-naphtyloxy)-I H-benzimidazole (called 
compound alpha) in its natural hos!. For the present 
study, ftukcs \Vere raised in pelibuey sheep infected orally 
with metaccreariae or F. nepatica; the parasites were 
recovered from the liver of the sacriticed sheep after 6, 12 
and 24 h of treatment with compound alpha. At 6 h of 
treatment, the ftukes showcd sorne lesions on the ventral 
surface of the anterior region, such as a swollen tegument 
and blcbs. At 12 h arter treatment, the specimens showed 
structural disorganizalion and spine loss in the ventral 
anterior region. The tegument of the flukes treated for 
24 h was completely lost in sorne areas of the ventral 
surface, leaving an exposed basal lamina. The tegument 
of immature F. hepaticu might. be a target organ for 
compound alpha to exert its fasciolicide efTect. 

Introdudion 

Several c1inical syndromes may be associated with liver 
tluke infection, oepending on the number and stagc of 
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developmenl of the parasite. Acute fasciolosis occurs 
during the invasion of the Iiver by immature tlukes. The 
trauma is infticted by earlicr slagcs of lhe parasiles bur
rowing into the parenchyma and causing inftammatory 
reactions resulting in fatal clinical illness (Oel Campillo 
and Vazquez 1999). Most fasciolicides show activity only 
against adult nukes when the damage to the liver is al· 
ready done (Dalton 1999). The aim 01' the prcscnt study 
was lo evaluate by SEM the damage to the tegument of 
3-week-old Fascio/a hepatica after lreatment with the 5· 
chloro·2-methylthio-6·( I -naphtyloxy)-I H·benzimidazole, 
calleo compound alpha, in their natural hos!. 

Materials and methods 

Six pelibuey fiuke-free, I·year-old male sheep were 
bought at the University 01' Queretaro, Mexico. where 
rasciolosis is not present beca use of soil conditions and 
epidemiological factors. Compound alpha was used and 
synthesized according to the manufacturer's instructions 
(Hernández et al. 2002). On day O, sheep were infected 
with 250 metacercariae of F. neputica obtained by the 
infeclion of Lymnaea cubensis snails under Iaboflltory 
conditions using the method described by Vera (1994). 
At 3 weeks after infeclion, all animals were found po
sitive for F. hepatica by the indirect ELlSA test (ELlSA 
cut-off point 0,05) (Ibarra et al. 1998). Then sheep were 
ear tagged and blocked into three groups of two animals 
each. One animal of each group was orally treated with a 
10 mg/kg single dose of 10% suspension or compound 
alpha; the second animal of each group remained as an 
untreated control. Shecp were sacrificed as fo11ows: the 
first group after 6 h of treatment, the second group after 
12 h of treatment , and the last group after 24 h of 
lrcatmen!. Five ftukes from cach liver of the dcad ani· 
mals were collected then washed in several changes or 
warm (37°C) sterile RPMI-I640 and tixed immediately 
for 24 h in 4% glutaraldehyde in 0.1 cacodylate buffer. 
pH 7.2, then fixed for 1.5 hin 2% osmium tetroxide and 



Vig, 1 fú.'l(:i<Jfa hl...'¡Fl!iC[i; 3"wc0k··old rinke, 6 h lTe .... unl-ent witll 
l~ornr"'1md alpna, SEM ~hvwjng :;;ornt !es¡on~ ¡H rhi' anh:rj()( (<:¡?íOll 
e" (hc .... cl'!ll"~l ~HrfdC~ l(ll"rúl:'S}; O or()¡ stld~l!r. J/ -..=entral sl.H:kcr. Hiir 
5(j1J ~;11 
Fil!.2 F. Jmpl/!¡"¡;n; J.·~ú~~k,üld tlu1..c, 1: h 1reulnlt:nt witll i..:OJ!l8 

pnund atpha . SF.M üf wht..~k Cuke. n!ntral Surf~lce- !ha! :ih:>wtd ú 
ritlt.'d tt'gmncrH í"biiJr-k lif"r (.>;;'3i and evi<icnt disorganirati0t1 ixfH.~ath 
1hl..' \'{<n!wl ~H¡d:.c:·. Thc h>.gUI11Cnt 01" ¡he:.' taií region apre:.'i.l r~d 
~wojk~n (Idl/U aJ·rú .. ~·s} B'J.f :)00 pm 
Fíg.3 r IIq8."ith·o·. 3~'.\'1.~t.'k-{lld Ouk, .. , 1=1 h lrcatlw.'nf with cüm· 
pOlll1d :-¡lp h ~L SE M ~howj ng extt'nt;iv~ 1o&~ 01' a:gt':¡;'W1H ~ll ¡h(' 
\"tl1u'al ~ il rf~t;;e nI' ¡ni:; fluk.;: {h/iJá: ¡;(mll '",) and ;lb$t~nce (lf the ud 
iWUlt" arrm!") du~ I{) th~ ;>,t'''('rc d;.lmage. B,.lr 50(l¡.tn: 

washC'd jlvc limes in (t cacodyJúte huilh. dehydrmcd 
thrnugh at:et¡)n~ ! criticai poinl dried in c~trb(ln dii..)xíth:'. 
thed to ~1 hllnínum ::<tub.~ and (oatt:d wilh I!old ín <lO 

SFM coJatillg >ys tem ll -Hd PojarOll .. FluKes ,;cre víewed 
wilh n Z",iss OSM -950 scunníng deelwn rnicroscopc. 

Results 

Flukc::. lt>!"atcd for 6 11 

Figl lrcs J. 2 Jnd 3 sho\\' J··w\;t:k h·p!d .F !lt:P¡.ll.íca nub:~s 

:·¡ftcr 6) 12 and 14 h (reat.mt~nt~ resxC11v('h', .I.n tlhn(1SI al! 
!:'pt~cimen.s eV::lluatc\.L both surf¡J~cs sho~vcd ;) norm:\l 
(1ppeÜra nce, rnHd disruptinn wüs observcd lind a !e-w 
smalllcsiol1' could be scen in lhe ornl cOrlC region (l:ig. 1). 
At high magllincalipn , th~ l!!g llrncnt a¡pund lhe ·\'t~ ll t.ra l 
suder apl'cared lO ~ $\\olkn ¡r:jg. 4), ¡tnd ",ilh sorn~ 
dccp fu rrows. sorne bleb, coukl be ,..-:en al the su rfa(:c . ;\! 
¡he rnidhüdv rCi!;()Jl 01' Ihe w nlra l surracc. lhe iipical 
m~mbral]~ t,ad IX'en removed (Fig. Sí. S()!1iC ,pinele,s 
ZtHlt~:'; "\'~rc Sl"ell and ~h~ rcrna iui ll g. spjnes appettrt'd ,: un ~ 
ki~n tl ue [O Ihe swclling 01' the tegument. Tile d('rsal su r
filee oC " llIJo;;1 (¡11 ¡he- 11uKes \Val less sevcrcly a!ti:ekd. 

FJukes lrea led rol' Lo h 

The disru ptjol) in lbe hajfowl cone rcgion oflhc vcnlrul 
s\JI'face \Vas cvidcnl in alnhJst a ll evalualed nukes. DlS
l)r!!antzntíon \\-'as St"Cl1 around che vcntral $uckt~r whcre 
:,pinekss lone:, \\'crc üb:,crved (Flg, 2): this icsion cx
lcndcd beyond th(.~ ora l cont· reglOl1. 'fhe posterio r \:t" !lN 

lral surfacc region showcd an. cxtremcly sw()lk n 
lcgurnénl. Al high magnilicarion, soven: ;,wcll;ng nr lhe 
te.gl.Un.cll t wa:\ (lbservcd nround rhe oral cüne rcgi()Jl and 
many blcb, ('ouid be seen. as IVell as cyloplasm;(; debrb 
íFíg. 6 ). At lhc vcntral surface lllltcrinr midhody r~gion , 
rhe spines wer~ removed. leavíng Ihe spine SOCkC1S cmp!y 
(Fié. 7). The le,;ons secn on lhe dorsal surraú' W\"J'C 

sj~I1 ar ro rhü:-"e ubser\:"cd on l ile v(~lll. ra l \1 11C , b..:íng more 
obviülls at lhe hueral m:trgi:ns i:lnd (\11:1 regioJl , 

AJI fl ukc, prescn¡ed lesions on both surfaces: 011 lhe 
vcntr;jl surface a centra l oalld showed [he absencc oi' 
lcgulllenl an,j an cx po;,ed ba;,al l¡¡mína (Fíg . . \): Ih,' 
dama~e w:t:' ~o ~cvere rhac {he: tai1 of lhe fiukc had 
br()ke~, (ltT. At high ma~nilic;u i on , sorne 11"1 bleb, ¡¡nel 
an exposed ba, ,,] bmina around lhe vcn tra l ,ud :er were 
:'.ccn (Fig, 8). In SOIllC (\1'cas of the ventral surface mitiN 
büdy region, lhe k'gllmcnl "'tlS sloughed dl alld ar
pea red pitted due to thc loss 01' spim', (Hg. 9). Over the 
dorsal sllrf~\cc, (lB exten l:'l\'í;.' 10ss 01' tcgumcnt W~h s~e.n. 
more so over lhe lail rcgiOll. 

BOlh surfaccs üi" caeh spc\:ímcn were ;'h1:ics,Scd: al! 
contro!s s:h(l\\it~d no aheratJons 1.0 struci.HH~$. 

Discussion 

Usin ~ sl.~a:l)nin~ C!C(;lfOn tníC!'llSCOPY. the present .slU(!Y 
ShQ\v::, ho\,v ("01l1pütnld alphi.i dffccts th¡;~ l.egUlllenl 
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rou~hn(..~, .. U~fr1:(, ,ffr.}l\"I. \;t.\m~ hkb,'! Cl!ll he ~~n (w1u;}! arroh"). :~;r 
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Fil:_" F. Í¡'>fJo.1i,.a; 3A \wch .. (\ld !bk\~, I ~ 11 1"!""'..'!~tnl(~nl ''''lI h t:ümro ~l n\j 
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!-(X'k.I.~l:-liM""jl , ,,j due ti.; ;~ (,()I'J:-.¡,ü.:ravle- lo~..:; d s. pili(>~ lb,.. 50jHl1 
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of 3-week-old F. heparica. This leehnique has becn used 
before lO evaluate different flukicides (Fairweather et al. 
1987; Meaney el al. 2003). Compound alpha treatment 
of juvenile flukes leads to damage such as swollen teg
ument and spine IOS5; both types of damage become 
more severe with longer treatment times. The results will 
be diseussed in rclalion lo a previous study on the effi
caey of eompound alpha in adult flukes, in whieh severe 
disruption of the speeimens eould not be seen until 24 h 
of lreatment (Rivera el al. 2004). In the present study, 
immature flukcs showed initial disruption after 6 h of 
treatment and substantial disruption after 24 h of 
treatment. Thc ventral surfaee oral cone and poslerior 
region seem lo be most affcelcd. Compound alpha binds 
10 approximalely 97'Y. of plasma proteins (Del Rivero 
1998), which mighl make it possible to use the drug for 
oral ingestion to induce damage around the ventral 
sueker. Anterior damage may be due to high coneen
trations of lhe drug in the anterior half of lhe fluke, and 
posterior damage eould be attributed 10 a coneentralion 
of compound alpha in Ihe posterior regio n of the gut as 
Verheyen el al. nhserved in 1982. Thc swollen appear
ance of 3-week-old flukes may he due to the breaking of 
the basal infolds. conellrring with the results of Ander
son and Fairweather (1988). Sorne aspects of the dis
ruption were more sevcre in juvenile fiukes, sueh as 
blebbing degree. scvcrity of swclling and spine and teg
ument lost, agreeing wilh the results of Bennet and 
Koh ler (1987) and Stitt and F airweather (1994). By 
eomparison, a flaky tegument on the adult fluke was 
observed unlil 24 h of Ireatment in a previous study 
earried out by Rivera et al. (2004). Previous in vivo 
sludies have shown that eompound alpha is a highly 
effective faseiolieide, being active againsl different stages 
of F. heparica in shccp and cattle (Rivera et al. 2002; 
¡barra et al. 2004). In recent studies, MeConville (2004) 
showed Ihat this novel faseiolieide is effeclive against 
triclabendazole-resislanl flukes from Ihe north of 
Ireland. We observed Ihat the tegument of the juvenile 
flukes appeared lO be more severely affecled than ¡he 
legument of the adulls. This may be due to the faet thal 
immalure flukes are in more direct conlaet with com
pound alpha while feeding and tunneling into the liver. 
The severi ty of the lesions found in the present study 
may have been due lO lhe furrows in the basal lamina 
allowing bile 10 reach Ihe underlying tissues. As with 
other fasciolicidcs (Fairweather and Boray 1999), the 
results oblained in Ihis study do nOI reveal exactly how 
Ihe compound kills Ihe parasile. 

The severe damagc induced to the surface of 3-week
old F. "epaliea by ¡;ompound alpha suggesls thal Ihis 
novel fasciolicide disrupls the cytoplasmic microtubules 
of the flukes, probably by Ihe inhibilion of the 
movemenl of the legument secretory bodies from the 
tegumental eells lO the apical surface of the tegument. 
More sludies are underway lo confirm this. 
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