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Resumen

Los flebotomos son los principales vectores de importantes enfermedades, entre las que
destaca la Leishmaniasis. Las caracteristicas de su ciclo, asi como el amplio rango de

hospedadores a los que afecta, hacen que su control sea especialmente dificil.

El 4rbol de Neem es originario de la india y tiene efectos inhibidores sobre el desarrollo de
muchos insectos, pero no se habia probado nunca su accién frente a flebotomos. El uso de un
producto natural en el control de éstos vectores puede suponer el inicio del control de una
enfermedad con elevada prevalencia, sobre todo en paises en desarrollo. Principalmente, en el
pais originario de dicho arbol, donde no existe reservorio vertebrado animal, sino que el
reservorio para Leishmania donovani es el propio hombre, y por lo tanto la accidon debe

centrarse en el vector, Phlebotomus argentipes.

Con este trabajo se ha comprobado que el “Insecticida natural de NEEM” tiene efectos
larvicidas y de inhibicidn de la emergencia en Phlebotomus papatasi, a dosis 1,6%, 3,2% y
6,4%. De hecho, se obtuvieron valores del 100% de mortalidad con las tres dosis probadas. Por
lo tanto, podemos estar ante una herramienta muy util en el control de los vectores de la

Leishmaniasis.

Summary

The insecticidal effect of Azadirachta indica against a Phlebotomus papatasi

Sandflies are the main vectors of important diseases, most notably Leishmaniasis. Their cycle

characteristics and the broad host range affected, makes its control especially difficult.

Neem tree is native to India and has inhibitory effects on the development of many insects,
but had never tested its action against sandflies. The use of a natural product in controlling
these vectors can be the beggining of the control of a disease with a high prevalence,
especially in developing countries. Mainly in the country of origin of the tree, where there is no
reservoir vertebrate animal, but the reservoir for Leishmania donovani is the man itself, and

therefore action should focus on the vector, Phlebotomus argentipes.

This work has shown that the "natural insecticide NEEM" has larvicidal effects and inhibition of
Phlebotomus papatasi emergency at doses 1.6%, 3.2% and 6.4%. In fact, values of 100%
mortality was obtained with the three doses tested. Therefore, we could be facing a very

useful tool in controlling the vectors of leishmaniasis.
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1. Introduccion

1.1. Leishmaniasis

La leishmaniasis es una enfermedad parasitaria producida por protozoos del género
Leishmania, endémica en Europa. Su transmision se produce por la intervencion de hembras
hematdfagas de pequeiios dipteros que pertenecen a la Familia Psychodidae y Subfamilia

Phlebotominae.

Puede afectar a un gran numero de hospedadores vertebrados, entre los que tenemos en
orden de importancia, a cualquier canido, humanos (aqui no se produce enfermedad a menos
gue exista inmunodepresion o en nifios), gato (no se ha podido demostrar enfermedad visceral
y ademas es mal transmisor), lepéridos. Por ejemplo, el fundamental transmisor en un reciente
foco en Madrid ha sido la Liebre, que no sufre la enfermedad pero es un buen reservorio. La
prevalencia en conejos es menor y tienen menos capacidad infecciosa para los flebétomos, al

igual que los roedores, y en équidos y rumiantes los hallazgos han sido cutdneos y puntuales.

En el hombre puede cursar de forma asintomdtica o dar lugar a dos formas de enfermedad
dependiendo de la especie de Leishmania y del individuo afectado. En ocasiones, pueden
aparecer Ulceras cutdneas de evolucién benigna que a veces se complican como formas
mucocutdneas, leishmaniasis cutaneas difusas o lesiones recidivantes. En otras ocasiones
pueden provocar formas viscerales de evolucion fatal que, segun la zona geografica, pueden

derivar —a pesar del tratamiento— a leishmaniasis dérmicas post-kala-azar.

La mayor parte de los casos viscerales se concentra en el subcontinente Indio y en el este de
Africa, mientras que el 90% de los casos cutdneos aparece en el suroeste de Asia y norte de
Africa. En la India, L. donovani es causante de la grave enfermedad de Kala-Azar, y el vector
responsable de su transmisidn es Ph. argentipes. En Europa nos encontramos con Leishmania
infantum, que da lugar a la enfermedad que se encuentra de forma endémica —Leishmaniasis
zoondtica- principalmente en la cuenca mediterrdnea, con bajas tasas de prevalencia humana;
y en Espafia concretamente son Ph. perniciosus y Ph. ariasi los principales vectores implicados
en su transmisién. La prevalencia e incidencia sélo pueden ser estimadas de manera tentativa
por ser enfermedades de transmision rural y porque muchos casos no son diagnosticados por
falta de atencién médica o por ser asintomaticos. Por ello, las cifras que manejan los paises

so6lo son aproximadas.

En Espafia, el principal nimero de casos humanos se produce en la Comunidad Valenciana,
seguida por las de Madrid y Cataluiia con un promedio total de unos 100 nuevos casos al afio,

de los cuales un 90% se corresponden con la forma de leishmaniosis visceral. Afecta
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principalmente a adultos jovenes, asociandose en un 43% de los casos a estados de

inmunosupresion. En el 27,8 % de los casos existe coinfeccién con VIH.

Se estima que en Espafia, el 7% de la poblacidon canina estd infectada, aunque existen regiones
donde se llega hasta un 35%. La prevalencia se establece mediante encuestas
seroepidemiolégicas, pese al inconveniente de que los resultados den lugar a sobreestimar
(falsos positivos en casos de reacciones cruzadas con Erlichia o Babesia) o subestimar, ya que
no todos los perros presentan un nivel de anticuerpos detectable con las técnicas
convencionales, y en algunos casos, en el momento de la prueba todavia no se ha producido la
seroconversién pese a estar infectados. El resultado de estas pruebas indica que entre el 50 y
el 60% de los perros son positivos sin sintomas, y un 20% de ellos presenta pardsitos en la piel.
Estos perros, asintomaticos y con leishmaniasis cutaneas, son los auténticos portadores y por
lo tanto, los que implican un mayor riesgo epidemioldgico. Hasta el 15% de los infectados son
capaces de superar el parasitismo sin sufrir enfermedad, de forma espontdnea; el resto de

animales terminara presentando sintomas.

La enfermedad en perros determina frecuentemente un proceso patoldgico grave, de curso
cronico e insidioso que suele conducir a la muerte del animal, cuya sintomatologia es muy
variable. Algunos de los signos clinicos mas frecuentes en perros son la pérdida de peso sin
pérdida del apetito, dermatitis exfoliativa, linfadenopatia periférica y enfermedad renal
progresiva. No obstante, también puede darse el caso en perros de que no se produzca
enfermedad, o que el curso de la misma sea agudo. Lo que produce la muerte del animal no es
directamente el parasito, sino una respuesta humoral elevada. La elevada sintesis de
anticuerpos provoca la formacién de inmunocomplejos que se adhieren al glomérulo renal,
impidiendo el filtrado de la sangre y desencadenando una insuficiencia renal que termina

siendo letal.

En cuanto al tratamiento, en torno a un 70% responde clinicamente a la terapia, pero hasta un
50% sufren reactivaciones o permanecen infectados pero asintomaticos, suponiendo un

reservorio de la enfermedad.

El hecho de que se trate de una zoonosis, hace que la parasitacion canina suponga un
problema sanitario considerable en nuestro pais, donde el perro actia como reservorio. La
Leishmaniosis una de las cinco enfermedades parasitarias mas importantes, siendo de gran
importancia el control tanto de la enfermedad en el reservorio como de los vectores. En otros
paises, en los que no existen reservorios, el control debe realizarse fundamentalmente sobre

el vector.
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1.1.1. Ciclo biolégico de Leishmania
Los protozoos del género Leishmania son parasitos heteroxenos, ya que parte de su ciclo
bioldgico tiene lugar en el aparato digestivo del hospedador invertebrado, y parte en células
del sistema reticuloendotelial del hospedador vertebrado. El vector (hospedador intermedio)
que vehicule el parasito depende de la localizacidn geogréfica. En el viejo mundo Leishmania
se multiplica en Phlebotomus spp., mientras que en América lo hace en Lutzomyia spp. y en

Africa en insectos del Género Sergentomyia.

Estos vectores son de ambientes terrestres, y por ello en inglés se conoce a los flebotomos
como Sand Fly (mosca de la arena). Las hembras de estos insectos son hematéfagas, pero
solamente con fines reproductivos. Los adultos presentan un aparato picador-chupador, y para
alimentarse de sangre realizan pequefios cortes en la piel; en este momento quedan libres los
amastigotes -forma intracelular de Leishmania en el hospedador vertebrado- que estan en los
macroéfagos cutaneos, ingiriéndolos. En el intestino medio, que realiza funciones de estémago,
los amastigotes se transforman en promastigotes con un largo flagelo anterior. Mediante este
flagelo, el promastigote se fija a la mucosa del intestino medio del flebotomo y se multiplica
repetidas veces. A continuacion, realiza una migracién hasta la faringe en forma de

promastigote metaciclico, que es la forma infectante que inoculard al hospedador vertebrado.

Cuando esto ocurre, los macréfagos sanguineos vy
reticuloendoteliales comienzan a fagocitar los .
pardsitos presentes en la lesion. Una vez en el interior
del macréfago, Leishmania comienza a dividirse,

transformandose en amastigotes de pequefio tamafio,

gue contindan su divisién intracelular hasta agotar los

) °
recursos de la célula hospedadora. Entonces, los |_

amastigotes son liberados y otros macréfagos los
fagocitan, repitiendo el ciclo intracelular. Los parasitos
en el interior de los macréfagos pueden permanecer
en el lugar de la picadura o dirigirse a distintas partes

del cuerpo (6rganos internos), dando lugar a las

distintas formas de enfermedad.

Figura 1. Ciclo de Leishmania en los
hospedadores vertebrado e invertebrado.
(Jorge P. Alvar Ezquerra, 2001)
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El desarrollo del parésito en la dermis dura aproximadamente un mes; si cuando el parasito

llega a los 6rganos del aparato reticulo-endotelial el sistema inmune sigue sin ser capaz de

controlar la multiplicacién, se expresa la enfermedad.

1.2. Los Flebotomos

Se trata de insectos del orden Diptera (Nematocera), subfamilia Phlebotominae, que engloba

tres géneros. El género Phlebotomus presenta numerosas especie, entre ellas Ph. perniciosus,

Ph. ariasi, Ph. langeroni, Ph. perfiliewi, Ph. mascitti, Ph. neglectus, Ph. tobbi, Ph. argentipes. Los

otros géneros son el G2 Lutzomyia, presente en América; y el Sergentomyia, reconocido vector

de Sauroleishmania de reptiles en Africa y Europa.

En Espafia tenemos especies del G2 Phlebotomus y Sergentomyia, de los cuales nos importan

principalmente las especies Ph. perniciosus y Ph. ariasi, vectores de Leishmania infantum.

Comoleio Especies Vector brincioal Localizacion Hospedador Forma de
Pi€l P P P geografica definitivo enfermedad
. . Sub ti t H .
L. (L.)donovani Ph. argentipes . c.on .|nen € umanos. (no Visceral
indio zZoonosis)
Complejo e ’ Perro, ho(;nbre,
Leishmania € |;c)erjrar;eo, glato, roe fores, Visceral
« (Leishmania) . N en rlgn e agomor osy (perro) y
. d . L. (L.) infantum Ph. perniciosus Medio, accidentalment ,
= onovani L. ) cutdnea
O Noreste de e équidos (sin (resto)
g Africa, China... causarles
= enfermedad)
(7]
c - .
:g wiile L. (L.) tropica Ph. sergenti
@ Leishmania . . Humanosy
7 . . L. (L.) major Ph. papatasi Mediterraneo  roedores (jerbos  Cutanea
LEETILE) reservorio)
tropica L. (L.) aethiopica A BEIE51)
o Ph. pedifer
j . Lut. j
Cpmplejg L. (L.) mexicana utzomyia
Leishmania olmeca . Humanosy .
. . America Cutanea
(Leishmania) L. (L) Lu. roedores
mexicana amazonensis flaviscutellata
©
2
N L. (V.
= Complejo .(. ) .
2 . . braziliensis . . Humanos,
= Leishmania Varias especies - Muco-
= o L (V.) . Ameérica roedores y ,
(Viannia) . de Lutzomyia . cutanea
S e guyanensis marsupiales
:©  braziliensis .
S L. (V.) peruviana
(1}
wv

Tabla 1. Especies de Leishmania, con sus vectores, distribucidn, especies afectadas y enfermedad que produce.
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Los flebotomos sufren una metamorfosis completa u
holometabola, pasando por los estadios de huevo, larva,
pupa e insecto adulto volador (Figura 2). Los huevos son
ovalados con superficie en forma de escamas que hacen
dibujos de interés taxondmico. Se suceden cuatro estadios
larvarios de aspecto vermiforme, con la cabeza bien
diferenciada de color marrdén, un par de antenas cortas y
aparato bucal de tipo masticador. Su cuerpo es alargado,
cilindrico y segmentado. La parte tordcica esta formada por
tres segmentos poco marcados y la abdominal por nueve,
con dos largas sedas caudales caracteristicas de los

flebétomos en el Udltimo. La pupa mide unos 3 mm de

Figura 2. Ciclo vital de los
Flebotomos. (Alvar-Ezquerra J.P.,
2001).

longitud y tiene forma de porra. La parte abdominal es la mds estrecha y esta curvada, estando

la cabeza y el torax dirigidos hacia atras. Los ultimos segmentos de la pupa estdn envueltos con

la cubierta o exuvia del cuarto estadio larvario con el que la ninfa se adhiere al sustrato. Las

setas caudales de la larva se asemejan al ancla de un barco, siendo esta particularidad Unica

entre los nematdceros.

Los insectos adultos (Figura 3) miden de 2-4 mm de longitud, son de color beige oscuro o

marrén claro, y en ellos pueden observarse al microscopio abundantes sedas distribuidas por

todo el cuerpo. Su aspecto es giboso porque tienen la cabeza de implantacién inferior en el

térax. La cabeza presenta unos grandes ojos facetados negruzcos, largas antenas y probdscide

desarrollada como aparato picador—chupador. Las patas son largas en relacién al cuerpo y

fragiles; las alas lanceoladas y lo mads caracteristico es que cuando estan posados o picando,

dejan las alas levantadas en forma de “V”.

Figura 3. Hembra de Ph. papatasi alimentandose. (Wilson R., 2009).
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Los machos se distinguen a simple vista porque presentan el extremo posterior del abdomen
engrosado, ya que poseen unos apéndices articulados que forman la genitalia externa (Figura
4), que destacan mucho y permite diferenciarlos facilmente de las hembras, que tienen el

extremo del abdomen mas afinado.

b : bomba genital

ce: cerco

co: coxito

e : estilo

f : filamentos genitales
p: parametro

v : valvas del pene.

Figura 4. Genitalia del macho de Phlebotomus perniciosus (Légers y cols.).

La actividad de los flebotomos es principalmente crepuscular y nocturna, pudiendo
prolongarse hasta el amanecer. Su vuelo es silencioso, en zig-zag y a poca altura del suelo;
ademas, los dias de lluvia o viento no vuelan. Cuando llegan a un obstaculo -una pared por
ejemplo- se desplazan dando pequefios saltos y asi pueden ascender hasta pisos superiores o

la parte alta de los arboles.

Tanto los machos como las hembras se alimentan de azlcares de origen vegetal, que les
proporcionan la energia necesaria para estar activos; pero ademds, las hembras deben
alimentarse de sangre de vertebrados para que llevar a cabo la maduracién de los huevos y su
posterior puesta. No obstante, en algunas especies como Phlebotomus mascitti o Phlebotomus
papatasi, no es obligatoria siempre la toma de sangre, y pueden realizar una puesta de huevos,

normalmente en menor cantidad, sin ingerirla.

En condiciones naturales, la ovoposicion —mediada por feromonas- tiene lugar en zonas con
determinadas condiciones de oscuridad, temperatura, materia organica y humedad necesaria,
para que se alimenten las larvas al eclosionar; como pueden ser madrigueras, gallineros, bajo
piedras, hendiduras de construcciones, establos, vertederos, huecos de drboles lefiosos, etc. El
ciclo nunca se lleva a cabo en medios acuaticos, aunque se requiere de una humedad muy alta
—cercana a la saturacidn- para su desarrollo. El desarrollo éptimo de los flebotomos requiere
temperaturas comprendidas en el rango entre 17 y 30°C. Temperaturas por encima de 40°C

destruyen los huevos y las larvas, y temperaturas por debajo de 10°C retrasan su desarrollo,
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llegdndolos a matar si bajan de cero grados. Estas limitaciones climatoldgicas hacen que su
periodo de actividad anual, e incluso diaria, est¢é muy condicionado, lo cual determina

igualmente la aparicion de la Leishmaniasis, el periodo de riesgo y la extension de la misma.

En cada puesta se depositan hasta 60 huevos, normalmente diseminados por varios sitios, de
los que eclosiona la larva 1. Los estadios larvarios se alimentan de la materia orgdnica que les
rodea y posteriormente pasan a pupa y por uUltimo a adultos. En la Tabla 2 se observa el tiempo

necesario para la evolucidn de algunas especies de flebotomos, en funcién de la temperatura.

Colas-Belcour, Theodor, Travit, 1940 (citado por Najera '
1928 1934 Dolmatova, 1871) 1950 Molina, 1989
ESPECIE Ph. minuta o . Ph. papatasi Ph. ariasi  Ph. perniciosus
papatasi

T2 DE MANTENIMIENTO 28 2C 22-26 2C 302eC 28 2C 28 2C
PERIODO DE
PBEOVQ,POSICION 4 11 - 8-12 4-6
(ingestion de sangre-
puesta)
INCUBACION DEL HUEVO 5 12 6-8 2-3 4-6
DESARROLLO LARVARIO 16 41 17-21 12-14 14-23
DESARROLLO PUPAL 6 4 7-8 2-4 7-11
DESARROLLO
GONOTROFICO
sDaerisdreela ingestion de 31 68 i 24-35 35-42

E 27 57 30-37 16-23 31-36
Desde la puesta de
huevos

Tabla 2. Tiempo necesario (dias) para el desarrollo de los diferentes estadios evolutivos de los flebotomos.

1.2.1. Control de los flebotomos

Como ya se ha comentado, los flebotomos son vectores de Leishmania; pero ademas, pueden
vehiculizar Bartoneliosis y algunos virus de la familia Bunyaviridae, como la Fiebre del Valle del
Rift. Por ello, su control es especialmente importante y a la vez dificil, puesto que en muchas

ocasiones transmiten enfermedades que presentan reservorios.

En la Leishmaniasis, el vector focaliza la enfermedad y la aparicién de focos depende de la
presencia y distribucion geografica de los vectores, como ya se ha comentado. Pero dentro del
area de distribucidn de éstos, la enfermedad vendra también condicionada por la climatologia;
en concreto por las temperaturas y la pluviometria, que afectan al periodo de actividad de los
vectores. Lo que explica la frecuente variacién que hay entre afos en la prevalencia de la

enfermedad dentro de la misma zona.
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Es un insecto que presenta muchos problemas para un control efectivo de sus poblaciones,
debido principalmente a las tan distintas costumbres y habitats que presentan larvas y adultos.
La lucha frente a sus larvas resulta practicamente imposible por lo diseminados que se
encuentran sus lugares de cria. En cuanto a los adultos, al ser insectos que vuelan y se
desplazan a bastante distancia de sus lugares de cria las campafias de tratamiento tienen que
abarcar grandes superficies, resultando muy costosas y poco practicas. A pesar de ello, los
tratamientos con insecticidas autorizados de la vegetacién alrededor de lugares habitados, las
paredes de las casas o incluso del interior de alguna dependencia puede disminuir el nimero

de los flebotomos.

Estos insectos son atraidos por los animales vertebrados -especialmente las hembras, que
necesitan chupar sangre-, asi que los sistemas de lucha en nuestro pais estan orientados sobre
todo a actuaciones realizadas en el ambiente donde viven los animales de los que se
alimentan. Los machos también acuden a donde se encuentran los animales, pero sélo para
fecundar a las hembras antes, después o incluso durante el tiempo en que estas realizan la

toma de sangre. Asi, podemos actuar sobre el conjunto de la poblacion.

En nuestro pais, el control de la leishmaniasis radica en la proteccidon de nuestros animales
domésticos, concretamente los perros, que actian como principal reservorio debido a la
preferencia de los flebotomos por ellos. Debido a la baja prevalencia de la enfermedad en los
humanos y las graves consecuencias sobre el perro, actualmente se ha creado una fuerte
conciencia en la proteccién de nuestros animales. Para ello, se aplican pipetas pour-on,
collares con deltametrina y otros métodos que actuan como repelentes de flebotomos, tanto
para evitar que puedan transmitir la leishmaniosis como para impedir que ingieran sangre de
un animal parasitado. El periodo de maximo riesgo es a partir del verano, cuando el flebotomo
ya ha tenido tiempo de picar varias veces y el parasito, de multiplicarse. Por ello, conviene
aplicar las medidas preventivas sobre el perro hasta que se acabe la actividad de los
flebotomos, momento que depende de la climatologia y de la regidon de Espafia de que se

trate.

Los perros que llevan collares insecticidas o son tratados con pipetas u otros productos
repelentes son escasamente atacados por los flebotomos. En zonas de riesgo deberia ser una
practica habitual proteger a los perros para evitar que sean picados y, de esa manera,
infectados. Los perros con leishmaniosis, incluso en el periodo de tratamiento o después
aunque estén clinicamente curados, deberian ser tratados con repelentes en la época de

riesgo, bien sea para evitar una reinfeccion o simplemente para evitar que sean diseminadores
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del parasito, ya que algunos animales pueden quedar como reservorios y ser infectivos para

los flebotomos que les pican.

En otras zonas con una mayor incidencia de leishmaniasis visceral en humana, como suele ser
el caso de los paises en vias de desarrollo, el control es mas complejo, sobre todo por la falta

de medios.

En esos casos, una opcidn es actuar sobre el entorno. En cuanto a las paredes, se deberian
tratar periddicamente con productos insecticidas del tipo de los piretroides o, mejor aun, con
pinturas con insecticidas como, por ejemplo, las que cuentan con tecnologia Inesfly y que van
liberando de forma lenta pero paulatina los insecticidas durante mds de un afio. Para una
mayor exposicion a estos tratamientos, deberian ser lisas, para ademas evitar la presencia de
huecos en los que los flebotomos realicen la puesta de huevos. Igualmente, un suelo de
cemento u otro material que pueda limpiarse facilmente evitaria el acimulo de humedad y
materia orgdnica, que podrian favorecer la cria de los flebotomos y de las pulgas. El uso de
telas mosquiteras no siempre protege frente a la entrada de flebotomos en las casas debido al
pequefio tamafio de estos insectos. Para que sean efectivas, lo adecuado es rociarlas
periddicamente con un insecticida de tipo piretroide sintético, que no es destruido por la luz

directa y que puede incluso actuar como repelente.

También pueden resultar de ayuda algunas peculiaridades de la biologia de estos insectos que
estan bien documentadas como, por ejemplo, que son atraidos por la luz. Colocar trampas de
luz ultravioleta como atrayente, con electrocutores eléctricos o simplemente con papel
adhesivo para capturarlos, podria ser eficaz a la hora de limitar las poblaciones de estos

vectores. Por otro lado, es imprescindible la limpieza.

Se ha comentado ya que las larvas se alimentan de materia organica, por lo que debe evitarse
la acumulacidn de basuras sobre todo organicas, incluidos los restos vegetales, donde pueden
criar. También seria interesante controlar las ratas, puesto que sus madrigueras sirven de lugar
de cria de los flebotomos y también pueden actuar como reservorio de Leishmania (se han

encontrado ratas infectadas por el parasito).

Para la proteccién de humanos -principalmente nifios- se recomienda el uso de ropa
protectora, asi como la aplicacion de repelentes como Icaridina, IR3535, (etil-butil-

acetilaminopropionato), Citriodiol y DEET (N,N-Dietil-meta-toluamida).
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En Israel se ha encontrado que determinadas plantas como la buganvilla y el ricino pueden ser
toxicas para los flebotomos cuando se alimentan de su savia, y en algunas zonas endémicas

estan proponiendo su cultivo alrededor de los lugares habitados.

1.3. Arbol de Neem (Azadirachta indica)

Azadirachta indica, conocido cominmente como Margosa y Paraiso de la India en espafiol y
como Neem en inglés e hindi, es un arbol de tamafio de mediano a grande, caracterizado por
su tronco corto y recto, una corteza arrugada de color de marrdn oscuro a gris y una copa

densa y redondeada con hojas pinadas.

Figuras 5y 6. Arbol de Neem (GreenerPro, 2009) y hojas del arbol de Neem (Treecanadablog, 2013).

Es un arbol de rédpido crecimiento que puede alcanzar de 15 a 20 metros de altura. La corteza
es dura, agrietada y desde color gris claro hasta castafio rojizo. La savia es blanca grisacea vy el
corazén del tronco es rojo; tornandose castafio rojizo cunado se expone al aire. Las raices

consisten de una robusta raiz principal y muy desarrolladas raices laterales.

Es originaria del sur de Asia, donde crece en los bosques naturales de las regiones mas secas
del sur de la India y Myanmar; ademas, se planta y naturaliza extensamente en las areas
semiaridas de Asia y Africa. Durante muchos siglos, la Margosa se ha cultivado en la India,
Paquistdn, Sri Lanka, Bangladesh, Myanmar, Tailandia, el sur de Malasia y en las islas mas secas
de Indonesia, hacia el este de Java. Ha sido introducida en varias islas del Caribe, donde se
cultiva principalmente para producir sombra, combustible y numerosos productos no
madereros que se obtienen de las hojas, la fruta y la corteza. Entre estos se encuentran

agentes medicinales e insecticidas. La Margosa es perennifolia, es decir, tiene hojas todo el
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afio, excepto en las areas susceptibles a las heladas y las sequias, ya que en condiciones

severas se deshoja.

La madera del Arbol de Neem se usa para la construccién general, muebles, carretas e
implementos agricolas, botes, tallado en madera y tambores. Se usa comunmente en la India
para la parte trasera de las alacenas y para el fondo de las gavetas como un repelente para las
polillas. Es una especie popular para los planteles de sombra y de ornamento en las partes mas
secas de la India. Es uno de los drboles mas apreciados en el sur de Asia, donde se le considera
como sagrado por los hindles debido a sus propiedades para prevenir enfermedades. La
semilla, la corteza y las hojas, tienen compuestos con usos antisépticos, antivirales, anti-

inflamatorios, anti-ulceras y anti-hongos.

Durante los ultimos afios, el drbol de Neem ha sido el objeto de intensos estudios como una
fuente natural de pesticidas. De las hojas, las frutas, las semillas y la corteza se extraen
azadiractina, salanina, meliantriol y varios triterpenoides relacionados (o liminoides), con
accion pesticida comprobada contra una gran gama de plagas de insectos y nemdatodos que

afectan las cosechas de vegetales, granos y citricos.
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2. Justificacion y objetivos

El objetivo de esta prueba es comprobar la eficacia insecticida de un preparado comercial de
extractos del arbol de Neem (Azadirachta indica) frente a larvas de Phlebotomus papatasi
(Diptera: Psychodidae: Phlebotominae), como método de lucha frente a estos insectos,

vectores de Leishmaniasis y de Arbovirus.

Ya se ha hablado de que los flebotomos son vectores de importantes enfermedades,
destacando entre ellas la Leishmaniasis, y el control de los mismos no siempre resulta facil. En
muchos paises con un menor desarrollo econémico, en los que la Leishmaniasis resulta
especialmente peligrosa, parece interesante pensar en la posibilidad de encontrar una opcién

econdmica, sencillay, por qué no, natural de controlar estos vectores.

Azadirachtina indica se emplea en algunos paises como pesticida natural, habiéndose realizado
estudios frente a insectos del G2 Lutzomyia con extractos del drbol de Neem, pero nunca
frente al G2 Phlebotomus. Puesto a que ambos géneros pertenecen a la subfamilia
Phlebotominae, y ya que se trata de insectos con muchas similitudes, se quiso comprobar la

efectividad de este pesticida natural sobre los flebotomos.

Asi pues, el hecho de encontrar un efecto nocivo sobre el desarrollo de los flebotomos al
utilizar el extracto de Azadirachtina indica, podria ser interesante, sobre todo en aquellos
paises en los que el arbol de Neem se encuentra de forma natural. Ademas, puesto que resulta
inocuo para las personas, podria emplearse en zonas cultivables sin riesgo alguno, sumando asi

beneficios.
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3. Metodologia

La prueba se realizé con una colonia de flebotomos de la especie Phlebotomus papatasi (Tabla
2) establecida en los insectarios del Departamento de Patologia Animal de la Facultad de

Veterinaria de Zaragoza desde 2013.

ESPECIE Ph. papatasi Ph. perniciosus
T2 DE MANTENIMIENTO 352C 352C
PERIODO DE PREOVOPOSICION

. 1-2 1-3
(ingesta de sangre-puesta)

INCUBACION DEL HUEVO 3-4 4
DESARROLLO LARVARIO 10-12 12-14
DESARROLLO PUPAL 3-4 4
DESARROLLO GONOTROFICO

Desde la ingestion de sangre 27-28 30
Desde la puesta de huevos 22-24 24

Tabla 2. Duracién de los ciclos de Ph. papatasiy Ph. perniciosus en el laboratorio.

Los extractos del arbol de Neem (Azadirachta indica) tienen propiedades insecticidas y actdan
como regulador del crecimiento de las larvas de los insectos (IGR) sin ser téxico para
mamiferos y aves. En esta prueba se empled un compuesto de uso doméstico en jardineria
que tiene como base el principio Azadiractin que es un extracto del arbol del Neem
(Azadirachta indica). Este producto comercial tiene por nombre “Insecticida natural de NEEM”
de Laboratorios Flower S.A.,, con una composicion de Azadiractin 3,2% p/v (32g/l).

Concentracion emulsionable.

La prueba se realizé con las larvas,
por ser la fase terrestre con menos
movilidad y cuya alimentacion es a
base de materia organica presente
en el ambiente. En el laboratorio
reciben una alimentacién en polvo
compuesta por la mitad de peso de
granulado comercial de conejo y la
mitad de heces de conejo. Esta
mezcla se deja madurar en humedad
y posteriormente se deja secar y se

tritura en polvo fino.

Figura 7. Material utilizado.
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Los ensayos se realizaron en botes de poliestireno (Figura 8), que tienen una capa de escayola
en su parte inferior para mantener la humedad. Estos botes se conservaron en camara

himeda con una humedad relativa del 90%. A su vez esta cdmara humeda estuvo colocada en

una camara climatica de crecimiento a 29-
30C?2 con un fotoperiodo de 17 horas de
luz versus 7 horas de oscuridad. Cada bote
fue identificado segun perteneciese al
grupo 1, 2, 3 o al grupo control. El grupo 1
correspondia al tratamiento con dosis baja
(1,6%), el 2 a dosis intermedia (3,2%) y el 3

a dosis elevada (6,4%).

Figura 8. Botes de poliestireno.

Las dosis se obtuvieron del siguiente modo. Se pesaron 6,5 gramos de sustrato, constituido por
heces de conejo y pienso, para cada uno de los tres botes donde posteriormente fue tratado
éste sustrato, y se rotularon como “dosis minima 1,6%”, “dosis recomendada 3,2%” y “dosis
maxima 6,4%” (Figura 9). Por otro lado, en tres tubos de ensayo se colocaron 10 ml de agua
para realizar las diluciones y se les anadid en cada uno 0,16 ml; 0,32 mly 0,64 ml del producto,
gue se encuentra a una concentracion de 3,2% p/v (32 g/l). A continuacion, se pipeted 1 ml de
cada dilucion a cada uno de los botes correspondientes y se dejé la mezcla reposar durante 48

horas.

Figura 9. Botes con el sustrato tratado.

16 |Pagina



A los dos dias, se prepararon 12 botes, 3 para cada una de las dosis y 3 mas para el control; y
en cada bote se depositaron 30 larvas y una cantidad aproximada de 1 gramo de la mezcla de

sustrato y producto.

A partir de este momento, se observaron las larvas a diario, contabilizando las viables, la
mortalidad y las malformaciones o anormalidades achacables al tratamiento. Se monitoreé la
presencia de excrementos en el fondo del bote de bioensayo y de material oscuro en el
digestivo de las larvas para asegurar que la mortalidad no ha sido inducida por inanicién. Los
bioensayos se prolongaron hasta que todas las larvas estaban muertas o hasta que las larvas
de todos los botes llegaron a individuos adultos, o lo que ocurrié primero. La mortalidad de las
larvas se evalué mediante el monitoreo de su pupacion y la emergencia de individuos adultos

expuestos a heces de animales tratados y no tratados.

La eficacia de la Azadirectina se asocia a las tasas de mortalidad de las larvas mediante la

ecuacion Férmula de Abbot corregida.

Férmula de Abbott:

Mortalidad corregida = (mortalidad en bote prueba [%] - mortalidad en bote control [%]) x 100

(100% - mortalidad en bote control [%])

Por ejemplo: Si la mortalidad en las botes prueba es del 50% en el tiempo de diagndstico y la
mortalidad en el control es del 10%, la mortalidad corregida es [(50%-10%) / (100%-10%)] x
100=44.4%

Nota: En casos del 100% de mortalidad en botes prueba, la férmula de Abbot no tiene efecto.

Por ejemplo: [(100% - 10%) / (100% - 10%)] x 100 = 100% mortalidad corregida.
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4. Resultados y discusion

Los resultados obtenidos confirman la eficacia de la Azdiractina, insecticida natural de arbol de
“« ” . . .

NEEM”, el cual presenta un efecto muy satisfactorio sobre las larvas de Phlebotomus papatasi
-en condiciones de laboratorio-, provocdndoles mortalidad y retrasos en el desarrollo normal

del ciclo gonotroéfico desde la fase de larvas L3-L4 a pupas y adultos.

La actividad insecticida del producto en las tres concentraciones testadas fue muy satisfactoria
durante las 3 semanas y media (24 dias) postratamiento que duro el estudio, con valores del
100% de Inhibicion de la Emergencia (% IE) en las concentraciones D2 (3,2%) y D3 (6,4%),
(Tabla 3).

Los valores de mortalidad en larvas variaron entre el 96% (dosis minima) y el 100% (dosis
recomendada y mdxima). A la concentracion de 1,6% (D1), el producto fue eficaz en cuanto a
Inhibicién de la Emergencia, aunque el tiempo de desarrollo de larvas a pupas se prolongd
mucho mas que en las demds dosis y el control, manteniéndose en el estadio L3-L4 durante

mucho mas tiempo.

Wilks lambda=,00364, F(207, 138,89)=3,6948, p=,00000
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Grafica 1.- Comparacion en el tiempo de la supervivencia desde larvas L3-L4 a adultos en Ph. papatasi, en tres dosis

distintas de Azadiractina. A=dosis minina; B= dosis recomendada; C= dosis maxima; D= control.

En la Gréfica 1 se puede observar la comparacion de los tiempos de supervivencia. En el grupo
que corresponde al control (grafica D), es decir, las larvas que no sufrieron tratamiento, el

desarrollo observado fue normal, con aparicion de pupas y adultos en los tiempos habituales.
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La grafica A (Grafico 1) representa el resultado de la supervivencia de las larvas que fueron
alimentadas con sustrato al 1,6% de Azadiractina, y se observa como la supervivencia se
prolonga mas que en las preparaciones tratadas con las dosis recomendada y maxima (B y C).
En la grafica B se observa como la supervivencia de las larvas tratadas con la dosis
recomendada (3,2% de producto) se reduce desde muy pronto; incluso antes que en el caso C,
en el que los insectos fueron alimentados con una mezcla al 6,4% (dosis maxima). Ademas, se

refleja que en las tres concentraciones la emergencia de pupas y adultos fue nula.

El andlisis de varianza no mostré diferencias significativas entre las medias de los tratamientos
con dosis recomendada y maxima (F=3,28; P<0,05) con un nivel de fiabilidad del 95%. Es decir,
no hubo diferencias estadisticamente significativas entre estas dosis. Este resultado sugiere
que al aumentar la dosis, no aumenta la mortalidad de larvas en menos tiempo (que a la dosis
recomendada), pero que tampoco se ve afectada negativamente la eficacia del producto.
Asimismo, la disminucién de porcentaje de dosis recomendada en este resultado permite
aceptar la hipdtesis de que el aumento de la concentraciéon o la disminucidn realizada en este
trabajo, con respecto a la densidad larval no aumentarian la sobrevivencia de pupas, por lo

gue no afectaria negativamente la eficacia del producto.

En la dosis recomendada el mayor porcentaje de mortalidad se observd a las 48 horas (grafica
2) antes que a la dosis maxima, en la cual la mortalidad sucedid entre las 48 y 72 horas, y en
adelante. Ademas, se refleja que la diferencia de mortalidad entre las tres dosis es significativa
a las 48 y 72 horas. A las 48 horas, es la dosis recomendada (D2) la que provoca una mayor
mortalidad (69%, frente al 25,55% de la dosis mdxima); y a las 72 horas, la mortalidad de la
dosis recomendada y maxima (D3) son practicamente iguales, existiendo diferencia con
respecto a la dosis baja (D1), que solamente ha matado al 15 % de las larvas.

Current effect: F(6, 256)=230,83, p=0,0000
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Grafica 2. Relacién de mortalidad fase larvaria-tiempo en la dosis recomendada.
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(1]
N mortalidad mortalidad mortalidad N° de

F i;?:;’:;zs 24 horas % 48 horas % T‘%rrt:s"f_gizz % >72 horas % _pupas Mc:)rltl:haciad %
L3-L4 L3-L4 L3-L4 L3-L4 iniciales

D1 30 0(x0) 0(x0) 1(x1,15) 2,22(+3,84) 5(x251) 15,55(+£8,38) 29(+230) 9555(+7,69) 1(+0,57) 1(£0,57) 100(%0)

C 30 0 0 0 0 0 0 0 0 30 0 0

D2 30 0(x0) 0(+£0) 21(£3,05 69(+10,18) 21,33(+230) 71,11(+7,69) 30(£0) 100(£0) 0(x0) 0(x0) 0(x0)

Cc 30 0 0 0 0 2 7 0 28 0 0

D3 30 0(x0) 0(x0) 8(x251) 2555(+8,38) 23(+251) 7555(+£8,38) 30(+x0) 100(x0) 0(+£0) 0(£0) 0(%0)

c 30 0 0 0 0 0 0 0 30 0 0

p(IC) NS 0,230009 0,103142 0,000126 0,422650

Tabla 3. Porcentajes de mortalidad de larvas L3-L4 hasta adultos, posterior al tratamiento con azadiractina, desde las 24 has hasta >72 has, a las maximas y
minimas concentraciones recomendadas. Cada valor representa el promedio de tres repeticiones (£ DS). Los valores de p(IC) 95% en la misma fila que

difieren de color son significativamente distintos (P > 0,05). D1= (azadiractina 1,6 %); D2= (azadiractina 3,2 %); D1= (azadiractina 6,4 %); C= control.
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Como se observa en la Tabla 3, las tres dosis consiguen una mortalidad del 100% pasadas las 72
horas (solamente en una de las réplicas alcanzd el estado de pupa una larva y de ésta no
emergié un adulto, por lo que no resulta significativo con respecto a las demas
concentraciones). Las pruebas estadisticas de comparaciones entre las medias (porcentajes de
mortalidad a las 24, 48, 72 y >72 horas) demostraron la presencia de diferencias significativas
entre las mismas al nivel de significacion del 5%. Segun estas pruebas, la media de 69,0% (D2),
fue significativamente mayor que la de 2,22% (D1) (p<0,05) de mortalidad. Asi mismo, entre
las medias (95% dosis A y 100% dosis B y C) después de las 72 horas, no existe ninguna
diferencia estadisticamente significativa (p=0,000126 [p>0,05]) con un nivel de significacién del
5%. Esto significa que tras las 72 horas postratamiento en las tres concentraciones se obtuvo
una mortalidad total de larvas -exceptuando la pupa encontrada en una réplica, que no llego a
la fase adulta- por lo que el resultado final no fue significativamente distinto entre las tres

dosis pasadas las 72 horas (Tabla 3).

En la Gréfica 3 se puede observar que se logré obtener una actividad letal mucho mas efectiva
postratamiento en la dosis recomendada, con valores de mortalidad larvaria del 69%, frente al
25,55% de la dosis maxima respectivamente (Grafica 3 y tabla 3). El analisis de varianza mostré
la presencia de diferencias estadisticas significativas en las medias de los tratamientos con

respecto al grupo control.

Current effect: F(9, 128)=130,94, p=0,0000

E dosis minima

71 I dosis recomendada I
"\

I dosis maxima
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TIEMPO

Grafica 3. Efectividad de la dosis con respecto a la mortalidad.
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En la Grafica 4 se compara la letalidad de las 3 dosis, observandose que a nivel global no
resulta significativa la diferencia entre las dosis recomendada y maxima. Es decir, pese a que la
dosis recomendada mate a las larvas en un tiempo mas corto, la dosis maxima sigue matando
pasadas las 72 horas y el resultado final es el mismo (100% de letalidad). Asi, la efectividad de
ambas dosis resulta practicamente idéntica, existiendo una notable diferencia con la de la

dosis minima.

Current effect: F(3, 128)=159,38, p=0,0000
2,5 . . : :

2,0t I i :

15¢ _

0,0t ® ]

_0,5 L i L L
dosis minima dosis maxima
dosis recomendada C

Grafica 4.- Comparacion de la efectividad letal sobre las tres concentraciones de azadiractina y un grupo control.

También se observaron anomalias en cuanto al color (melanizacién), incapacidad en la
movilidad, dificultad de ingestidn del sustrato tratado: parametros que se observan en la fase

mas tardia de desarrollo larval.

En conclusion, la formulaciones probadas y aplicadas tienen una actividad letal sobre larvas de
Ph. papatasi. Es de esperar que la persistencia de estas concentraciones sea alin menor en
dosis todavia mas bajas a la estudiada en este trabajo; sin embargo habria que plantearse la
posibilidad de comparar los efectos que se pudieran observar, como si existiria mayor nimero
de pupas viables y su posterior desarrollo adulto, en los cuales podria tener influencia en la
reproduccion, ovogénesis, puesta de huevos y desarrollo larvario normal. También se tendrd
que tomar en cuenta la realizacién de ensayos a nivel de condiciones de campo, debido a la

influencia de variables climaticas adversas y mayor densidad por m” de dosis del producto.
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Raquel Herrero. UNIZAR 2015

Raquel Herrero. UNIZAR 2015

Figuras 10 y 11. Corresponden a larvas de Ph. papatasi en estadio L3-L4 normales. Se puede

observar contenido de ingestion del alimento (sustrato) en su aparato digestivo; asi como la

apariencia de las setas intersegmentales, los pelos caudales y pseuddpodos normales.

Raquel Herrero. UNIZAR 2015

Raquel Herrero. UNIZAR 2015

Figuras 12 y 13. Comparacion de las larvas del grupo control con las tratadas con la dosis

minima recomendada (1,6%). Se pude observar una melanizacién de toda la zona

protoplasmatica. En ambos casos se observa una gran degradacion de las larvas tratadas.

A

Raquel Herrero. UNIZAR 2015

Raquel Herrero. UNIZAR 2015

Figuras 14 y 15. Comparacién de larvas tratadas con la dosis recomendada (A) y maxima (B).

En el primer caso, la larva tratada ha alcanzado el estadio de final de L4. En el segundo caso, se

observa melanizacién de la larva tratada.
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5. Conclusiones

Aunque los IGRs e insecticidas son ampliamente utilizados para el control de vectores de
enfermedades en condiciones de campo, se sabe poco sobre su efecto del ciclo de desarrollo
de estos insectos, sobre todo en las primeras etapas de desarrollo de esta especie. El estudio
presentado muestra que la exposicidn a la azadiractina, ejerce efectos distantes, reflejados por
alteraciones en el curso de la maduracidn normal de las larvas. En consecuencia, el nimero de
larvas viables va disminuyendo incluso a dosis muy bajas. El aumento de la concentracion del
agente activo no aumenté el porcentaje de mortalidad en menor tiempo, independientemente
de la temperatura constante a la que fueron sometidos los sustratos tratados, ya que se sabe
que una temperatura mucho mayor podria resultar en una inactivacion del insecticida,

alterando las sustancias quimicas aplicada y reduciendo la eficacia de la mortalidad larvaria.

Asi, se produjo una mortalidad del 98-100% de las larvas en funcién de la dosis. Solamente se
formé una pupa en el lote tratado con la dosis minima, pero tampoco evolucioné. Por lo tanto,
la efectividad del producto en cuanto letalidad total es del 100%, ya que no emergid ningun

adulto con las tres dosis empleadas.

Comprobada la efectividad de este producto a nivel de laboratorio, podria ser interesante
estudiar su efecto a nivel de campo, tanto con las dosis estudiadas como con otras incluso mas

bajas.

El principal interés de comprobar la efectividad del insecticida natural de arbol de “NEEM”
radica en su posible uso en el control de flebotomos, importantes vectores de graves
enfermedades, como ya se ha comentado. En la India, de donde es originario el arbol de
Neem, los flebotomos (Ph. argentipes) crian en zonas ganaderas, siendo complejo su control.
Ademas, transmiten el parasito Leishmania donovani, que causa la enfermedad de Kala-Azar,
por lo que encontrar un método barato y sencillo de control de su vector supondria una gran
ayuda. Una de las ventajas del preparado empleado en nuestro experimento es su facil uso, ya
que podria diluirse y esparcirse posteriormente sobre el estiércol, para frenar el desarrollo

larvario y asi controlar la poblacién de adultos.

Conclusions

Although IGRs and insecticides are widely used to control disease vectors in field conditions,
little is known about the effect of the development cycle of these insects, especially in the
early stages of development of this species. The study presented shows that exposure to

azadirachtin, exerts distant effects, reflected by alterations in the course of normal maturation
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of larvae. Consequently, the number of viable larvae decreases even at very low doses.
Increasing the concentration of active agent did not increase the mortality rate in less time,
regardless of the constant temperature at which underwent treated substrates because it is
known that a much higher temperature may result in inactivation of the insecticide by altering

applied chemicals and reducing the effectiveness of larval mortality.

Thus, there was 98-100% mortality of larvae in a dose dependent. Only a pupa is formed in the
group treated with the lowest dose, but also did not evolved. Therefore, the effectiveness of
the product as total lethality is 100% because it did not emerge any adult with three doses

used.

Proven the effectiveness of this product in the laboratory, it could be interesting to study its

effect at the field level, with both doses studied as other even lower.

The main interest of testing the effectiveness of the natural insecticide tree "NEEM" is its
possible use in the control of sandflies, important vectors of serious diseases, as already
mentioned. In India, where it originated Neem tree, sandflies (Ph. Argentipes) reared in
pastoral areas, with complex control. Also they transmit the parasite Leishmania donovani,
which causes Kala-Azar disease, so finding a cheap and easy way to control the vector would
be a great help. An advantage of the preparation used in our experiment is its ease of use, as it
could be diluted and spread manure later on, to stop larval development and thus control the

adult population.
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sacandolo de donde no lo habia.
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