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Resumo

A doenca de Chagas causada pelo Trypanosoma cruzi € transmitida ao homem através
de fezes contaminadas durante o repasto sanguineo de insetos hemipteros, subfamilia
Triatominae. E crescente o surgimento de populacdes de triatomineos resistentes aos
inseticidas disponiveis, além do aparecimento de novas espécies com potencial vetorial,
como Rhodnius milesi na Amazonia. Diante da diversidade quimica das plantas como
fonte de novas moléculas ativas, este estudo avaliou a atividade inseticida e a
capacidade de atrasar o ciclo de desenvolvimento do inseto de extratos de plantas do
Cerrado sobre ninfas de 4° estddio (N4) de R. milesi e acompanhou o ciclo biolégico do
inseto em condicdes de laboratério. Entre os 67 extratos testados, 15 causaram entre
12,5 a 42,5% de mortes dos insetos. A particdo em sistema liquido-liquido de nove
desses extratos ativos permitiu selecionar a fase hexanica do extrato etandlico da folha
de Siparuna guianensis, que foi fracionada em coluna aberta de silica gel e as fracdes
reunidas em grupos (G), segundo perfil cromatogriafico em CCD. O grupo G6
apresentou propriedades triatomicida e toxicoldgicas sobre as ninfas de 4° estadio de R.
milesi. Foi observada uma taxa de eclosdo de 94,2% dos ovos em ninfas de 1° estadio,
com incubacdo média de 15 dias. O periodo médio em dias de desenvolvimento pds-
embriondrio foi para ninfas de 1° estadio de 17,2; 2° estadio 18,2; 3° estadio 17,3; 4°
estadio 20,5 e 5° estadio 32,5 dias, com 1 a 1,5 repastos sanguineos em cada estadio. O
periodo médio transcorrido da eclos@o da ninfa ao inseto adulto de R. milesi foi de 105,7
dias. O percentual de mortalidade total foi de 11,5%, sendo 4,9% para N1; 3,2% para
N2; 2,7% para N3; 0,7% para NS e nenhuma morte em N4, resultados que corroboram
com a utilizacdo de ninfas N4 em ensaios de atividade inseticida. Foi observado o
periodo médio de jejum em ninfa de 5° estddio de 333,5 dias. O presente trabalho
registra pela primeira vez a atividade triatomicida de S. guianensis e descreve o ciclo de

vida, inédito, da biologia reprodutiva de R. milesi em condi¢des de laboratdrio.

Palavras chaves: Rhodnius milesi, ciclo de vida, Siparuna guianensis, triatomineos,

extratos de plantas, Cerrado, Doenga de Chagas.
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Abstract

Chagas’ disease is transmitted to humans through feces of hemoptrous insects,
subfamily Triatominae, contaminated during blood feeding. The increase in Triatominae
populations resistant to available insecticides, and the appearance of new potential
vector species, such as Rhodnius milesi in the Amazon region, are two pressing
concerns. Given the uncharted chemical diversity of Cerrado plants as sources of new
active molecules, this study assessed the insecticidal properties and the insect
development retarding capacities of Cerrado plant extracts on 4th stage (N4) R. milesi
nymphs, through the monitoring of the insect’s biological cycle under laboratory
conditions. Of the 67 plant extracts tested, 15 caused insect mortalities between 12.5
and 42.5%. Nine of the 15 active extracts were partitioned in a liquid-liquid system
allowing the selection of the hexanic phase of the ethanolic extract of the Siparuna
guianensis leaf, which was fractioned in an open silicon gel column. The fractions were
grouped (G) according to their chromatographic CCD profiles. Group G6 manifested
triatomicidal and toxicological activity on 4th instar R. milesi nymphs. An overall
ecclosion rate of 94.2% was observed for eggs of the Ist instar nymphs, incubated for
an average of 15 days. The average pos-embrionary development period was 17.2 days
for 1st instar nymphs, 18.2 for 2nd instar nymphs, 17.3 for 3rd instar, 20.5 for 4th instar,
and 32.5 days for 5th instar nymphs, with 1 to 1.5 blood feedings in each stage. The
average period between the ecclosion of the nymphs and the adult R. milesi was 105.7
days. The total mortality percentage was 11.5%; 4.9% for N1; 3.2% for N2; 2.7% for
N3; and 0.7% for NS. However, no deaths were registered for N4, which corroborates
the use of N4 nymphs in insecticidal activity studies. The average period of resistance to

starvation for Sth instar nymphs was 333.5 days. This study is an initial investigation of
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the triatomicidal activity of S. guianensis, and is the first description of the reproductive

cycle of R. milesi under laboratory conditions.

Key words: Rhodnius milesi, life cycle, Siparuna guianensis, Triatominae, plant

extracts, Cerrado, Chagas’ disease.



Introducao

A doenca de Chagas ou tripanossomiase americana ¢ uma enfermidade causada
pelo protozodrio flagelado Trypanosoma cruzi (Chagas 1909), responsdvel por elevada
morbimortalidade, sendo um sério problema de satide publica. A doenga ocorre por todo
0 México, América Central e América do Sul, acometendo 16 a 18 milhdes de pessoas e
expondo 120 milhdes ao risco de adquirir a infec¢io (WHO 2005). A via usual de
transmissdo do parasita ao homem ocorre por meio de insetos infectados
(Hemiptera:Reduviidae: Triatominae) ao eliminarem fezes contaminadas com o
protozodrio proximo ao local da picada, durante o repasto sanguineo. Também ocorre a
transmissdo por transfusdo sanguinea, transplante de Orgdos, congénita, via oral,
acidentes em laboratério e manipulagdo de animais contaminados (Dias & Schofield

1999, MS 2005, Ianni & Mady 2005, Dias 2006).

No Brasil existem mais de 4 milhdes de pessoas infectadas pelo parasita
(Vinhaes & Dias 2000). Devido as desordens ambientais, aos movimentos migratorios
do homem, as condi¢des microcliméticas das edificacdes humanas e a escassez de
fontes silvestres fornecedoras de alimento (Forattini 1980), a doenca antes rural, torna-
se urbano-rural, sendo encontrado de 4 a 7% de trabalhadores doentes nos centros
metropolitanos do pais (Vinhaes & Dias 2000). A situagdo gera considerdvel perda
econOmica, pois diminui a produtividade dos trabalhadores, quase sempre doentes
carentes de atencdo dos sistemas de satde e de cobertura previdencidria (Xavier et al.
1988, Schofield & Dias 1991, Guariento et al. 1999, Pereira et al. 2002, Dias 2007).

O parasita necessita da passagem por um hospedeiro mamifero e um inseto

hemiptero hematéfago para completar seu ciclo de desenvolvimento. Ao longo do trato



intestinal do inseto e no hospedeiro vertebrado, o parasita apresenta caracteristicas
morfoldgicas variadas nas diferentes etapas de vida (Chagas 1909, Schaub & Losch
1988, Kollien & Schaub 1998). Estudos demonstram que a doenca e seus vetores estao
presentes em todas as regides brasileiras (Vinhaes & Dias 2000), coexistindo em alguns
casos, um ciclo de transmissdao do 7. cruzi entre pequenos mamiferos silvestres e
triatomineos (Teixeira et al. 2001, Gurgel-Gongalves et al. 2004, Herrera et al. 2005,
Xavier et al. 2007) e colonizando o peridomicilio e domicilios humanos (Sarquis et al.
2006). Portanto a certificacdo de ‘“adrea de livre transmissdo vetorial da doenga de
Chagas por Triatoma infestans (Klug, 1934)” (OPAS 2006), nao elimina a possibilidade
de outras espécies de triatomineos, potenciais vetores, a invadirem os bidtopos
anteriormente ocupados por 7. infestans. Nao se sabe quando o homem comecou a
participar do ciclo de transmissdao do parasita entre vetores € animais no ambiente
silvestre, porém estudos evidenciam que em tempos remotos o homem ja havia
contraido o parasita e desenvolvido a doenca. Estudos paleoparasitolégicos em
populacdes pré-colombiana, identificaram fragmentos de DNA do 7. cruzi em tecidos
lesionados de mimias de 2000 anos da costa sul andina (Ferreira et al. 2000), 4000 anos

(Guhl et al. 1999) e 9000 anos (Aufderheide et al. 2004).

Quanto aos triatomineos, existem 137 espécies descritas e oficialmente
reconhecidas, sendo 16 do género Rhodnius Stal, 1859 (Galvao et al. 2003). R. milesi
Carcavallo, Rocha, Galvao & Jurberg, 2001 foi descrito a partir de espécimes oriundos
do Pard, regido Amazonica (Valente et al. 2001). Nessa mesma regido, cinco espécies
de Rhodnius foram encontradas, naturalmente infectados com 7. cruzi (Coura et al.
1999). O ciclo de desenvolvimento dos triatomineos inclui o ovo, cinco estadios ninfais

e o adulto. As ninfas necessitam se alimentar de sangue para crescer € mudar de estadio



e os adultos para se reproduzirem e permanecerem vivos (Rocha et al. 1997, Giron et al.
1998, Luz et al. 1999, Rocha et al. 2004). O processo de crescimento, muda, maturidade
sexual e capacidade reprodutiva dos insetos € regido por controle hormonal
neuroenddcrino, envolvendo basicamente trés hormdnios: hormdnio protoracicotrépico,
hormo6nio da muda ou ecdisona e hormonio juvenil (Gonzalez et al. 1998).

Com relagdo ao tratamento, existem dois medicamentos Nifurtimox e
Benznidazol, porém téxicos e pouco especificos. O benznidazol € o tinico medicamento
com acdo tripanocida empregado clinicamente no Brasil, com 70% de eficicia em
infec¢des agudas e apenas 7% em fases avancadas da doenca (comunicagdo pessoal).
porém ineficazes para interromper a progressao da doenca na sua fase cronica (Coura et
al. 1997, Dias & Schofield 1999, Castro et al. 2001, SVS 2005). Nao existem vacinas
para prevenir a infeccdo. Portanto, a principal arma para o controle da doenga consiste
na interrup¢io da transmissdo vetorial, rigorosa triagem dos doadores de sangue e de
orgaos, deteccdo e tratamento da transmissdo congénita e tratamento de casos agudos
(WHO 2005). O emprego de inseticidas piretréides de alto poder residual, como por
exemplo deltametrina, cipermetrina, lambdacialotrina € a estratégia mais utilizada no
controle de vetores domiciliados (Diotaiuti ef al. 2000, Arana et al. 2002, Nakagawa et
al. 2003, Dumonteil et al. 2004, Rojas de Arias et al. 2004, Villela et al. 2006) e como
repelente dos vetores silvestres (Kroeger et al. 2003, Reithinger et al. 2005). Entretanto,
a utilizacdo continuada desses inseticidas, além de contaminar o meio ambiente e
organismos vivos (Nakata er al. 2005, Woudneh & Oros 2006), vem desenvolvendo
resisténcia dos triatomineos (Silvori ef al. 1997, Vassena & Picollo 2003, Audino et al.

2004, Yon et al. 2004, Picollo et al. 2005).



As plantas sdo fonte promissora de novos compostos ativos (Espindola et al.
2004, Mesquita et al. 2005a, Mesquita et al. 2005b, Napolitano et al. 2005, Rodrigues et
al. 2005, Coelho et al. 2006, Rodrigues et al. 2006, Mesquita et al. 2007) e tém
demonstrado a presenca de moléculas triatomicidas e inibidoras da muda (Rojas de
Arias & Schmeda-Hirschmann 1988, Rojas de Arias et al. 1995, Fournet et al. 1996,
Laurent et al. 1997, Coelho et al. 2006). Considerando a variedade de espécies vegetais
do bioma Cerrado e seu potencial como fonte de novas moléculas ativas, este estudo
avaliou a atividade inseticida e a capacidade em atrasar o ciclo de desenvolvimento do
inseto de extratos vegetais e suas substancias sobre ninfas de quarto estadio de R. milesi.
O ciclo de vida do inseto foi acompanhado e permitiu a observacdo dos aspectos
bioldgicos como periodo de incubagdo dos ovos, nimero de repastos realizados em cada
fase de desenvolvimento, percentual de mortalidade em cada estddio, periodo de
duracdo do ciclo de desenvolvimento pds-embriondrio e a resisténcia ao jejum em

ninfas de quinto estddio.

Material e Métodos

As plantas foram coletadas no bioma Cerrado, entorno de Brasilia/DF,
identificadas pelo botanico Prof. José Elias de Paula da Universidade de Brasilia (UnB)
e excicatas foram depositadas no Herbério da Universidade de Brasilia (UB) (Tabela I).
Os diferentes 6rgios vegetais foram separados, dessecados, estabilizados, pulverizados
em moinho de facas e submetidos ao processo de extracdo por maceracao com solventes
de diferentes polaridades (hexano, diclorometano, etanol e solucio hidroalcodlica). As
solucdes extrativas foram recuperadas por filtracio e concentradas em evaporador

rotativo. Os diferentes extratos foram estocados em freezer a - 20 °C (Figura 1).



Os insetos foram obtidos da colonia de R. milesi mantida no Anexo do
Laboratério de Farmacognosia/UnB desde 2005. Para o acompanhamento do ciclo
bioldgico, insetos adultos (71 fémeas e 76 machos) foram selecionados aleatoriamente
da coldnia e transferidos para uma cuba de vidro de 20 cm de altura por 19 cm de
diametro, previamente forrado com papel filtro para absorver a umidade das fezes e
contendo um papeldo entrecruzado servindo de suporte-escada. Os insetos foram
alimentados em galinha imobilizada. Ovos foram retirados e agrupados por data da
oviposi¢ao e observados diariamente até a eclosdo. As ninfas foram agrupadas segundo
a data de eclosdo, e mantidas em frasco de plastico de 6 cm de altura e 9 cm de
diametro, forrados com papel filtro para absorver a umidade das fezes e contendo papel
chamex sanfonado servindo de suporte-escada e fechado com tecido de malha fina
afixada com eldstico. Cinco dias apds a emergéncia das ninfas a fonte sanguinea foi
ofertada diariamente por uma hora até a primeira refeicdo ser concluida com sucesso,
posteriormente passando a ser oferecida semanalmente. As ninfas foram mantidas nos
frascos de criagdo acima descrito e observadas diariamente para o acompanhamento do
ciclo de desenvolvimento dos insetos, a partir do registro das mudas e mortes (Anexo
A). Durante o periodo de acompanhamento do ciclo bioldgico de R. milesi foram
registrados temperatura média de 24,1 °C (minima de 19 °C e méxima de 29 °C) e
umidade relativa média (UR) de 83,1% (minima de 59% e maxima de 93%) (Anexo B).

Foi observada a resisténcia ao jejum de ninfas de quinto estddio (NS). Para esse
proposito, ninfas de quarto estddio (N4) (n=20) foram alimentadas em galinha, mantidas
nos frascos de criagdo, onde 16 individuos realizaram a muda para o quinto estadio (NS)
e permaneceram em jejum até a morte. Os resultados foram observados de trés em trés

dias até a morte do ultimo inseto da amostra.



Para a realizag¢do dos testes de avaliacdo inseticida e da capacidade de atrasar o
ciclo de desenvolvimento do inseto, 1ul das amostras na concentragao de 50 mg/ml
(Rojas de Arias et al. 1995, Fournet et al. 1996) foi aplicado topicamente nos tergitos
abdominais das ninfas de quarto estddio (N4) de R. milesi (Figura 2), em duplicata.
Segundo a polaridade das amostras essas foram solubilizadas em acetona ou etanol. Os
testes foram acompanhados junto aos controles: CP1 (controle acetona) quando as
amostras eram solubilizadas em acetona; CP2 (controle etanol) quando as amostras
eram solubilizadas em etanol e CN (controle negativo — insetos sem tratamento). Foram
utilizadas 40 ninfas de 4° estddio (N4) por extrato e por controle na triagem preliminar e
60 N4 para o monitoramento do fracionamento quimico do extrato ativo e os controles
dessa etapa. Os testes foram realizados em blocos experimentais distribuidos de janeiro
de 2006 a janeiro de 2007. As ninfas N4 foram alimentadas em galinhas, 12 a 15 horas
antes da realizacdo dos experimentos. Em seguida, foram aplicadas topicamente as
amostras e os controles sobre os tergitos abdominais das ninfas N4 e entdo agrupadas
nos frascos de criagdo ordenados dentro de uma estante telada, mantida na sala de
criacdo dos insetos no Anexo do Laboratério de Farmacognosia/UnB. Os insetos foram
considerados mortos quando ndo possuiam atividade motora prdpria, seja espontanea ou
provocada por estimulo de algum objeto pontiagudo ou pincel (Laurent et al. 1997). Os
resultados de mortalidade e da capacidade de atrasar o ciclo de desenvolvimento do
inseto foram avaliados durante 28 dias e registrados em fichas individuais (Anexo C),
assim como os controles (Anexo D).

Nove extratos ativos foram submetidos ao processo de particdo liquido-liquido,
com solventes de polaridade crescente: Hexano:Acetonitrila ou Hexano:Metanol, na

propor¢ao de 3:1 (Figura 3). Apds avaliacdo bioldgica, a fase ativa oriunda da parti¢do



de um dos extratos (6,5 g) foi cromatografada em coluna aberta de silica gel (400-200
Mesh ULTRA CHEM), eluida em ciclohexano (100), ciclohexano:acetato de etila (98:2,
95:5, 90:10, 85:15, 70:30, 50:50, 30:70, 0:100) e metanol (100); recolhidas em fracoes
de 100 ml (Figura 4). As fragdes foram reunidas em grupos (G) segundo perfil
cromatografico em cromatografia em camada delgada (CCD) (Figura 5), revelada com
vanilina sulftrica, seguida de aquecimento a 100 °C.

Na andlise do ciclo biolégico do inseto, foram utilizadas como medidas
descritivas as médias aritméticas como medida de tendéncia central e o desvio padrao
como medida de dispersdo. Na andlise da mortalidade dos insetos e da capacidade de
atrasar o ciclo de desenvolvimento, foi utilizado o teste Q de Cochran para avaliar a
independéncia das amostras relacionadas. Em todos os testes estatisticos foi utilizado
como nivel de significancia um valor de p < 0,05. O programa estatistico SPSS®
(Statistical Package for the Social Sciences) versdo 11 para Windows e o aplicativo
Excel do programa Office da Microsoft® versdao 2000, foram utilizadas na realiza¢do

das analises estatisticas.

Resultados e Discussao

A participacgdo vetorial da espécie R. milesi na transmissdo da doenga de Chagas
e a sua distribuicdo no territério nacional sdo desconhecidos. Entretanto existem
espécies do género que sdo importantes vetores da doenca de Chagas na América
Latina, como R. prolixus e a espécie silvestre encontrada na regido amazoOnica R.
bretesi, envolvida na transmissdo da doenga em coletores de piagava da regido (Coura et
al. 1999, Dias et al. 2002). O conhecimento da biologia reprodutiva de espécies

z

silvestres € importante no planejamento de estratégias de controle de vetores



domiciliados, justificando, portanto a nossa iniciativa em estudar o ciclo de
desenvolvimento pés-embriondrio de R. milesi. A criacdo e manutengdo desta espécie,
alimentados semanalmente em galinhas, possibilitou observar que o inseto possui
importante capacidade reprodutiva em condicdes de laboratério, com baixa taxa de
mortalidade entre os estddios e grande voracidade e aproveitamento do sangue ingerido.
Os aspectos da biologia reprodutiva desse inseto sdo descritos pela primeira vez, fato
importante quando consideramos a participacdo de outras espécies de Rhodnius na
transmissdo da doenca de Chagas na Amazonia (Coura et al. 1994, Coura et al. 1999,
Dias et al. 2002). R. milesi também é uma espécie da regido amazonica e pelas
caracteristicas da biologia reprodutiva em laboratério poderad facilmente se adaptar as
condi¢cdes microcliméticas das habita¢cdes humanas, tornando-se um transmissor em
potencial, além da possibilidade de compor o quadro dos triatomineos vetores orais,
visto a atual realidade na AmazoOnia, com inimeros casos de contaminagdo oral. O
excelente desenvolvimento em condi¢des de laboratério com ciclo de reprodugdo
pequeno (105,7 dias), em relagdo a outras espécies, representa um bom modelo de

estudo em triagens na busca por novas moléculas inseticidas.

Quanto ao periodo de incubagdo dos ovos foi observada uma taxa de eclosdo de
94,2%, ou seja, 223 ovos resultaram em 210 N1, com incuba¢do média de 15 dias,
minimo de nove e maximo de 19 dias. O percentual de eclosdao observado demonstra a
alta taxa de fertilidade e viabilidade dos ovos e indica também que em condi¢des ideais
uma colonia dessa espécie possa alcancar grande densidade populacional. Com relacdo
ao desenvolvimento ninfal, o menor periodo médio registrado foi observado no 1°
estddio (N1) com 17,2 dias, seguido pelo 3° estddio (N3) com 17,3 dias; do 2° estddio

(N2) com 18,2 dias; do 4° estadio (N4) com 20,5 dias e do 5° estadio (N5) com 32,5 dias



(Tabela II). O periodo médio transcorrido desde a eclosdo da ninfa até o inseto adulto
foi de 105,7 dias (minimo de 85 e maximo de 142 dias), indicando que em condi¢des
ideais possa ocorrer até trés geracdes do inseto por ano (Tabela II). A figura 6 ilustra as
diferentes fases do ciclo de desenvolvimento de vida do inseto: ovo, ninfa de 1° estadio

(N1), 2° estadio (N2), 3° estadio (N3), 4° estadio (N4), 5° estadio (N5) e inseto adulto.

Esse periodo de 105,7 dias foi menor que o observado para R. bretesi por Rocha
et al. (2004), quando alimentaram a espécie semanalmente em camundongos e
registraram um periodo médio de 115,3 dias, ou ao observado para R. robustus por
Rocha et al. (2001) que ao alimentarem quinzenalmente os insetos em pombos
registraram um periodo médio de 115 dias a 28 °C e 70% UR. R. pictipes (Rocha et al.
1997) alimentados quinzenalmente em camundongos apresentaram um periodo médio
de desenvolvimento de 112 dias e alimentados quinzenalmente com sangue de carneiro
desfibrinado através de uma membrana de silicone completaram o ciclo em 116,8 dias.
Entretanto, Aldana ef al. (2005) ao alimentarem quinzenalmente R. robustus com
sangue humano registraram um periodo médio de 70 dias. R. domesticus (Guarneri et al.
1998) alimentados semanalmente em camundongos completaram o ciclo com periodo
médio de 93,8 dias. O periodo de 105,7 dias registrado neste trabalho €, portanto,
intermedidrio entre o valor minimo (70 dias) e maximo (116,8 dias) encontrado na

literatura publicada para outras espécies do gé€nero.

O ndmero de repastos sanguineos realizado por R. milesi em cada fase de
desenvolvimento mostrou excelente aproveitamento do sangue ingerido. A maioria dos
insetos se alimentaram apenas uma vez para atingir o estddio subseqiiente, sendo o

melhor aproveitamento observado para N1. Nos demais estadios as ninfas necessitaram



no maximo de dois repastos sanguineos (Tabela III). O valor maximo de repastos
sanguineos registrados nos diferentes estddios foram menores que os observados para R.
bretesi (Rocha et al. 2004) e R. domesticus (Guarneri et al. 1998) em N1 e NS e iguais

em N2 e N4.

O percentual de mortalidade total constatado no presente estudo foi de 11,5%,
sendo 4,9% para N1; 3,2% para N2; 2,7% para N3; 0,7% para NS e nenhuma morte em
N4 (Figura 7). Ou seja, das 162 N1 selecionadas para acompanhamento até o inseto
adulto, 140 completaram o ciclo de desenvolvimento em 105,7 dias (82 insetos eram
machos e 58 fémeas), a perda, portanto, foi de apenas 22 insetos. E importante salientar
que o percentual total de mortes de 11,5% € bastante baixo evidenciando a viabilidade
da espécie em condicdes de laboratdrio quando alimentados em galinha. Chama aten¢ao
o pequeno indice de mortes de NS (0,7%), estddio no qual geralmente ocorre
considerdvel mortalidade dos insetos. Alguns autores consideram esse um estadio
critico no desenvolvimento do inseto, por ser o estddio de transi¢do para o inseto adulto.
Portanto, o percentual observado poderd ser uma caracteristica de NS de R. milesi,
indicando seu potencial para alcancar a fase adulta, fase em que o inseto pode se
reproduzir, migrar e colonizar outros locais. Outro ponto a destacar € ndo haver sido
registrado nenhuma morte de ninfas de 4° estadio, corroborando para a utilizacdo deste

estddio ninfal em experimentos laboratoriais.

Os valores de mortalidade registrados neste estudo foram menores que os
observados por Rocha et al. (1997) para R. pictipes em dois regimes de alimentacgdo:
através de membrana de silicone (52%) e camundongos (34%). Menores que em R.

bretesi (Rocha et al. 2004), mortalidade de 16,33% e R. domesticus 19,2% (Guarneri et
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al. 1998). Em R. robustus, Aldana et al. (2005) registraram taxas de mortalidade
variando de 7,1% em N4 a 28,6% em NS, enquanto Braga et al. (1999) registraram
mortalidade de 18% e 21%; 40% e 43% alimentando esta espécie semanal e
quinzenalmente em camundongos e pombos, respectivamente. Em nosso trabalho R.
milesi apresentou baixo indice de mortes e de forma decrescente 4,9% a 2,7% em N1 a
N3, nenhuma morte em N4 e um pequeno percentual de mortes em NS (0,7%). Esse
mesmo tipo percentual foi observado por Rocha et al. (1997) onde os autores levantam
a hipdtese de maior mortalidade em N1 devido a dificuldade das ninfas em realizarem o
primeiro repasto com aparelho bucal fragil, tendo, portanto dificuldade em alcancar a
fonte sanguinea e atingir um capilar. A boa adaptacdo em condi¢cdes de laboratorio,
demonstrada pelos aspectos bioldgicos apresentados, podem refletir o comportamento

da espécie no ambiente natural.

No experimento em que N4 foram alimentadas e as NS resultantes foram
submetidas ao jejum prolongado, foi observado o periodo minimo de jejum de 177 dias
e maximo de 435 dias, com média de 333,5 e desvio padrdo de 76 dias. Os resultados
obtidos foram maiores que o observado para R. neivai alimentados em galinha (106
dias) e em coelho (99 dias) (Cabello 2001); T. rubrovaria alimentados em camundongos
(179 dias) (Almeida et al. 2003); T. rubrofasciata alimentados em ratos (101 dias)
(Cortez & Gongalves 1998); T. vitticeps alimentados em galinha (71,5 dias) (Moreira &
Spata 2002). A resisténcia ao jejum € uma caracteristica importante dos triatomineos,
que garante a sobrevivéncia da espécie em escassez prolongada de alimento, além de
permitir aos vetores domiciliados de se refugiar em abrigos profundos por longo
periodo, para fugir de eventual ag@o residual dos inseticidas. Em NS de R. milesi o

jejum prolongado, maximo de 435 dias, demonstra a resisténcia do inseto na espera por
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alimento, conseqiientemente grande capacidade latente em atingir o estadio adulto. Esse
aspecto da biologia de R. milesi pode refletir o comportamento do inseto no ambiente

silvestre, sugerindo seu importante potencial a colonizar variados bidtopos.

Sessenta e sete extratos pertencentes a 15 espécies de 10 familias de plantas,
foram avaliados topicamente sobre os tergitos abdominais de ninfas de 4° estddio de R.
milesi. Desses, 34 extratos eram hexanicos, 20 diclorometanicos, 9 etandlicos e 4
hidroalcodlicos. Os extratos que apresentaram acdo inseticida, com significante
atividade estatistica (p<0,05) quando comparado com os controles foram: hexanicos:
folha de Byrsonima crassa, Siparuna guianensis e Palicourea rigida 15%, Chomelia
pohliana 12,5% e Renealmia alpinia 17,5%; madeira da raiz 20% e caule (madeira +
casca) 15% de Schinus terebinthifolius; madeira do caule de Kielmeyera coriacea 20%
e raiz de Qualea grandiflora 12,5%. Diclorometanicos: caule (madeira + casca) de
Enterolobium ellipticum 17,5%; raiz de Chomelia pohliana 12,5% e madeira do caule
de Qualea grandiflora 22,5%. Etandlicos: caule (madeira + casca) de Siparuna
cujabana 32,5% e casca do caule de Siparuna guianensis 42,5%. Solugdo
hidroalcodlica: folha de Byrsonima crassa 25% (Tabela 1V). O extrato etandlico da

casca do caule de S. guianensis foi, portanto o que apresentou a melhor atividade.

Nossos resultados foram semelhantes aos encontrados por Laurent et al. (1997)
ao testarem 63 Oleos essenciais extraidos de plantas da Bolivia em aplicacdo tdpica
sobre ninfas de 4° estaddio de 7. infestans, onde registraram entre 5 e 40% de mortes,
sendo o mais ativo o 6leo essencial das partes aéreas de Mynthostachys andina. Rojas
de Arias et al. (1995) demonstraram, entre 20 extratos testados, 45% de mortalidade de

N4 de T. infestans com o extrato hexanico da flor de Achyrocline satureoides. Fournet
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et al. (1996) verificaram 33,3 e 50% de mortalidade de R. neglectus topicamente
tratados com Oleos essenciais de Hedomea mandoniana e M. andina, respectivamente.
Verificamos que ¢ muito comum na literatura o relato de atividade de 6leos essenciais
sobre microorganismos e insetos. Certamente essas atividades podem corresponder a
um dos motivos pelos quais as plantas sintetizam esses metabodlitos secundarios. Ainda,
podemos pensar na hipdtese de maior atividade, quando analisamos o perfil quimico do
6leo essencial de uma espécie, e verificamos um menor nimero de substancias quimicas
diferentes e, portanto em concentracdo maior, do que em um extrato bruto, que pode
conter centenas de substincias. Anteriormente em nosso laboratério (Coelho et al.
2006) foi avaliada nas mesmas condicdes, a atividade inseticida de 24 extratos de
plantas do Cerrado sobre ninfas de 4° estddio de R. milesi. Os extratos da espécie
Simarouba versicolor, popularmente conhecida como mata-barata apresentou o0s
seguintes indices de mortalidade: etandlicos da casca da raiz 95%, fruto 80% e casca do
caule 50%; e hexanico do fruto 65%. O extrato hexanico da raiz de Guarea guidonia
causou 75% de mortes dos insetos.

O estudo da atividade das fases oriundas da parti¢ao liquido-liquido dos extratos
ativos sobre ninfas de 4° estddio de R. milesi (n=60), no periodo de 28 dias, mostrou que
as fases hexéanica (18,3%) e metandlica (8,3%) do extrato etandlico e a fase hexanica
(6,7%) do extrato hexanico da folha de S. guianensis; fase metandlica (6,7%) do extrato
etandlico do fruto de S. brasiliensis e a fase acetonitrila (8,3%) do extrato
diclorometanico da madeira do caule de Q. grandiflora, mostraram significante
atividade triatomicida (p<0,05), quando comparadas com os respectivos controles. A
fase hexanica do extrato etandlico da folha de S. guianensis foi a mais ativa provocando

18,3% de morte dos insetos (Tabela V), antecedida por sinais de toxicidade como
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estatismo, incordenacdo motora, coma profundo com subitos tremores nas patas. Esses
sinais iniciaram logo apds a aplicagdo tépica da fase ativa, porém alguns insetos

conseguiram a se recuperar.

O estudo quimico da fase hexanica do extrato etandlico da folha de S. guianensis
(6,5 g) em coluna cromatografica aberta de silica gel resultou em 282 fracdes de 100 ml,
reunidas em 16 grupos (G), apds andlise do perfil cromatografico em CCD. O
rendimento total dos grupos foi de 99,4% (6,46 g), havendo, portanto uma perda de 0,04
g que pode ser atribuido a eliminacdo de fracao intermedidria e perda nas transferéncias
até reunido final dos grupos; sendo os de maiores rendimentos o G12 (35,4%), G9

(13,2%), G11 (8,3%) e G6 (6,5%) (Tabela VI).

A atividade dos grupos foi monitorada sobre N4 de R. milesi (n=60) por 28 dias
para verificacdo da mortalidade e capacidade de atrasar o ciclo de desenvolvimento do
inseto. O grupo G6 foi o que apresentou a maior atividade triatomicida dentre os 15
grupos testados, porém ndo foi quantitativamente significativa quando comparada com
os controles (p>0,05) (Tabela VII). Existe a possibilidade de sinergismo das substancias
presentes na fase hexanica do extrato etandlico da folha de S. guianensis, visto que os
grupos resultantes do processo cromatogrdfico mostraram um espectro de atividade
fragmentado. Um pequeno percentual de mortes (1,7 a 6,7%) foi observado nos grupos
G3 a GY (Tabela VII). A CCD mostrou a presenca de substdncias comuns nos grupos
G6 e G3 a G9, oriundos do fracionamento da fase hexanica do extrato etandlico da folha
de S. guianensis (Figura 8). Entretanto, apenas o grupo G6 apresentou o quadro

toxicoldgico observado previamente no teste com a fase hexanica.
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Segundo Freitas et al. (2005) trés familias de proteinas: citocromos P450,
esterases (Est) e glutationa s-transferases (GSTs) sao responsdveis pelo metabolismo de
xenobidticos nos insetos. Essas proteinas se ligam a compostos téxicos oxidando-os e
tornando-os atéxicos ou menos toéxicos, facilitando assim a sua eliminagdo. Essas
proteinas podem ser portanto, possiveis responsdveis pela resisténcia dos vetores da
doenca de Chagas aos inseticidas. Na Argentina, Silvori et al. (1997) demonstraram o
envolvimento de proteinas GSTs na resisténcia de 7. infestans aos piretrdides. Vassena
& Picollo (2003) demonstraram: na Argentina niveis incipientes de resisténcia de T.
infestans a deltametrina; no Brasil resisténcia a P-ciflutrina e cipermetrina e na
Venezuela acentuada resisténcia de R. prolixus a todos os piretréides. Audino et al.
(2004) sugeriram o envolvimento dos citocromos P450 como responsaveis pelo
fendmeno da resisténcia de 7. infestans na Argentina, enquanto Picollo et al. (2005)
responsabilizaram proteinas Est por niveis elevados de resisténcia dos insetos aos
inseticidas. Em nosso estudo, a melhora dos sintomas toxicoldgicos observada em
alguns insetos pode ser devido a concentracdo insuficiente da substincia ativa nas
diferentes amostras de S. guianensis avaliada (extrato e fase ou grupos oriundos de seu
fracionamento quimico) ou devido a mecanismos ora desconhecidos.

No Brasil, S. guianensis conhecida como negramina, com caracteristicas
organolépticas revelando importante concentracdio de Oleo essencial, € utilizada
tradicionalmente como antiinflamatério e anti-reumético (Rodrigues & Carvalho 2001,
Souza & Felfili 2006). Leitao er al. (1999) em revisao sobre a familia Monimiaceae
citam nove espécies ativas do género Siparuna apresentando alcaldides, terpendides,
lignanas, flavondides e derivados do dcido cinamico, e descrevem para S. guianensis 0s

alcaléides liriodenina e cassamedina. Antonio et al. (1984) identificaram os terpendides
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curzerenona, curzereno, miristicina, germacrono e ocimeno no 6leo essencial das folhas
de S. guianensis. E possivel que o processo de extracio por maceracio da folha de S.
guianensis em etanol tenha extraido algum 6leo essencial. A CCD do grupo G6 sugere a
presenca de terpendides, quando revelada pela vanilina sulftrica, revelador especifico
dessa classe quimica. Foi certificado a auséncia de alcaldides nesse grupo, pela CCD
revelada com Dragendorff.

Foi observado um atraso no ciclo de desenvolvimento de R. milesi, com um
prolongamento da muda de ninfas de 4° estddio, com diferenca estatistica significativa
(p<0,05) quando comparado com os controles, em um periodo de 28 dias, em extratos
das folhas: hexanico 17,1% e diclorometanico 42,1% de S. terebinthifolius; etandlico de
R. alpinia 60%; solucdo hidroalcodlica de B. crassa 66,7% e em extrato etandlico da
raiz (madeira + casca) de S. brasiliensis 65,6% (Tabela VIII). Esse experimento foi de
28 dias, porém o ciclo de desenvolvimento continuou a ser acompanhado e permitiu
observar que a muda de N4 para NS, ocorreu somente apds mais duas a trés semanas, ou
seja entre 43 e 49 dias da aplicacdo dos extratos, sugerindo portanto o prolongamento
do ciclo sob a acdo dos extratos, pois normalmente a muda de N4 para NS é de no
minimo 16 dias e maximo de 28 dias (Tabela II).

No teste com as fases oriundas das diferentes partices dos extratos ativos
somente para a fase acetonitrila do extrato etandlico da casca do caule de S. guianensis
foi observado um atraso no ciclo de desenvolvimento, no periodo de 28 dias, p<0,05,
atividade estatisticamente significativa quando comparado com os controles (Tabela
IX). A mudanca de estidio de N4 para NS ndo foi prejudicada quando os insetos foram
tratados com as amostras do extrato da folha de S. guianensis e/ou suas substancias

agrupadas por semelhancas quimicas (fases ou grupos) (Tabela X).
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O presente trabalho registra pela primeira vez a atividade inseticida de S.
guianensis. Existe a possibilidade de sinergismo das substincias presentes na fase
hexanica do extrato etandlico da folha de S. guianensis, visto que os grupos resultantes
do processo cromatografico mostraram um espectro de atividade fragmentado. Outra
perspectiva é avaliar a atividade inseticida do dleo essencial da folha de S. guianensis.
Apesar da atividade triatomicida baixa de S. guianensis no grupo G6, este grupo de
substancias apresentou propriedades toxicoldgicas sobre os insetos, semelhante ao
quadro de toxicidade causado pelos inseticidas piretréides usados nas campanhas de
controle dos triatomineos. A andlise da composi¢do quimica do grupo G6 de S.
guianensis, assim como a andlise do 6leo essencial de suas folhas certamente podera
contribuir para a identificacdo de compostos promissores para o controle de R. milesi e
provavelmente de outros triatomineos.

Com relacdo ao inseto, os dados de fertilidade (94,2% de eclosdo dos ovos em
ninfas de 1° estddio), percentual total de mortes entre os estadios (11,5%) e tempo do
ciclo de desenvolvimento de N1 ao inseto adulto (105,7 dias), evidenciam que R. milesi
demonstra excelente capacidade reprodutiva em condi¢des de laboratério, quando
alimentados em galinhas, apresentando-se como 6timo modelo experimental. As ninfas
necessitaram de apenas 1 a 1,5 repastos sanguineos para atingir o estddio subseqiiente e
apresentaram um tempo médio de intermuda entre 17,2 e 32,5 dias. A baixa taxa de
mortalidade total de N1 ao inseto adulto (11,5%) e o intervalo intermuda, média
superior a 17 dias, sugere que a alimentacdo quinzenal seja suficiente para a
manutengdo satisfatoria de uma colonia desta espécie em laboratorio. Contudo, em
experimentos que seja necessario grande quantidade de exemplares, recomendamos a

alimentacdo semanal dos insetos em galinha e ajuste da temperatura e umidade relativa
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em 25 °C e 80% UR. A resisténcia ao jejum prolongado das ninfas de 5° estddio, média
de 333,5 dias (177 a 435 dias) mostrou que R. milesi é uma espécie que apresenta
grande capacidade em prolongar a vida (no caso de NS) por espera de alimento, para
entdo atingir a fase adulta e perpetuar a espécie.

Na Amazonia o risco da emergéncia e disseminacdo da doenca de Chagas estd
relacionado ao aumento da ac¢do antrépica sobre o meio ambiente e aos movimentos
migratérios de entrada e saida da regido. Coura et al. (1999) listam 18 espécies de
triatomineos encontradas na regido amazonica, onde 10 estdo naturalmente infectadas
com o T. cruzi, sendo 5 pertencentes ao género Rhodnius. Ao interferir no meio
ambiente, o homem também se insere na dinamica da circulagdo e manutengao do ciclo
do T. cruzi entre vetores e animais silvestres (Coura et al. 1994, Neto et al. 1995, Dias
et al. 2002). Portanto, o conhecimento das caracteristicas do ciclo bioldgico de R.
milesi, espécie da mesma regido, podera contribuir para o controle de sua possivel

domiciliacdo e importancia vetorial.
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Tabela I: Plantas do bioma Cerrado avaliadas quanto as suas atividades inseticidas e capacidade de atrasar o ciclo de desenvolvimento do

inseto.
Familia
Espécie Nome popular N° de Herbario
Anacardiaceae
Schinus terebinthifolius Raddi Aroeira-mansa (UB) 3753
Apocynaceae
Aspidosperma tomentosum Mart. Peroba-do-campo (UB) 3692
Bignoniaceae
Cybistax antisyphilitica (Mart.) Mart. Caroba-brava (UB) 3696
Clusiaceae
Calophyllum brasiliensis Comb. Guanandi (UB) 3754
Kielmeyera coriacea Mart. Pau-santo (UB) 3745
Malphighiaceae
Byrsonima crassa Nied. Murici (UB) 3743
Mimosaceae
Enterolobium ellipticum Benth. Tamboril (UB) 3739
Stryphnodendron adstringens (Mart.) Covile Barbatimao (UB) 3740
Monimiaceae
Siparuna cujabana A. DC. Pau-limao (UB) 3737
Siparuna guianensis Aubl. Negramina (UB) 3720
Rubiaceae
Chomelia pohliana M. Arg. Limaorana (UB) 3741
Palicourea rigida H.B.K. Congonha-dourada (UB) 3661
Sabicea brasiliensis Wernham. Sangue-de-cristo (UB) 3695
Vochysiaceae
Qualea grandiflora Mart. Pau-terra (UB) 3695
Zingiberaceae
Renealnia alpinia (Rottb.) Maas. Paco-seroca (UB) 3719
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Tabela II: Ciclo do desenvolvimento bioldgico de R. milesi em laboratério a temperatura de

24 + 5 °C e umidade relativa 75 + 18%, alimentados semanalmente em galinha

Estadio n Min. Max. X*S
Ovo — N1 223 9 19 15+£27
NI -N2 162 14 19 17,2141
N2 -N3 154 13 28 18,2+ 3,8
N3 - N4 147 14 25 173+£24
N4 — N5 143 16 28 20,5+4,7

N5 — Adultos 141 28 42 325+3,0

n: ndmero de ovos ou insetos; N1: ninfas de 1° estadio; N2: ninfas de 2° estadio; N3: ninfas
de 3° estadio; N4: ninfas de 4° estddio; NS ninfas de 5° estddio, Min.: periodo minimo em

dias; Max.: periodo maximo em dias; X: média; S: desvio padrao

Tabela III: Numero de repastos sanguineos em cada fase de

desenvolvimento ninfal do R. milesi

Estadio n Min. Max. XxS
N1 162 1 1 1+0
N2 154 1 2 1,5+0,5
N3 147 1 2 1,3+0,5
N4 143 1 2 1,3£0,5
N5 141 1 2 1,3£0,5

n: nimero de insetos; N1: ninfas de 1° estadio; N2: ninfas de 2° estadio; N3:
ninfas de 3° estddio; N4: ninfas de 4° estadio; N5: ninfas de 5° estadio; X:

média; S: desvio padrao
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Tabela IV: Atividade inseticida de extratos de plantas do Cerrado sobre ninfas de 4° estddio (n = 40) de R. milesi

Familia Tempo em dias / % de mortalidade** -
Espécie Orgio / Solvente 1 2 3 7 14 21 28 CPlI CP2 CN
Anacardiaceae
S. terebinthifolius F/H 0 0 0 0 10 12,5 12,5 10 - 2,5
F/D 0 0 0 2,5 5 5 5 10 - 2,5
C/D 0 0 2,5 2,5 5 5 7,5 10 - 2,5
RM/H 75 15 7,5 15 20 20 *20 2,5 - 22,5
C/H 25 25 2,5 2,5 12,5 12,5 *15 2,5 - 22,5
Apocynaceae
A. tomentosum CM/D 2,5 2,5 2,5 5 12,5 12,5 12,5 5 - 10
Bignoniaceae
C. antisyphilitica CM/H 0 0 0 2.5 2.5 7.5 7.5 5 - 10
Clusiaceae
C. brasilienses F/H 0 0 0 2.5 2.5 7.5 7.5 15 - 10
F/D 2,5 5 5 5 5 10 125 15 - 10
CM/H 0 0 0 0 2,5 5 5 2,5 - 22,5
R/H 2,5 25 2,5 2,5 5 5 7,5 2,5 - 22.5
CC/SH 2,5 25 2,5 5 10 10 10 - 5 10
K. coriacea F/H 0 0 0 7.5 7.5 12,5 12,5 15 - 10
F/D 0 2,5 2,5 2,5 2,5 5 5 10 - 2,5
CC/H 0 0 0 2,5 7,5 7,5 7,5 2,5 - 22,5
CM/H 0 0 0 0 15 17,5 *20 25 - 22,5
RM/H 0 0 0 0 5 7,5 10 2,5 - 22,5



Familia

Tempo em dias / % de mortalidade**

Espécie Orgio/ Solvente 1 2 3 7 14 21 28 CPl CP2 CN
Malphighiaceae
B. crassa F/H 0 0 0 0 0 0 0 10 - 2,5
F/H 0 0 25 71,5 125 15 *15 2,5 - 2,5
F/D 0 0 25 25 25 715 15 10 - 2,5
F/D 25 25 25 25 5 5 5 2,5 - 2,5
F/SH 25 7,5 75 125 15 22,5 *25 - 20 10
Mimosaceae
E. ellipticum F/H 0 0 0 0 0 0 0 10 - 2,5
F/D 0 0 0 0 0 2,5 5 10 - 2,5
RM/H 0 0 25 25 25 75 715 25 - 22,5
C/D 25 5 5 5 15 17,5 *17,5 25 - 22,5
F/SH 25 7,5 12,5 25 30 325 325 - 27,5 225
S. adstringens F/D 0 0 0 0 0 0 0 10 - 2,5
F/H 0O 25 25 25 25 25 25 10 - 2,5
CM/D 0 0 0 0 25 25 25 5 - 10
Monimiaceae
S. cujabana F/H 25 25 25 25 25 5 5 0 - 2,5
C/H 0 0 0 0 5 75 715 0 - 2,5
R/ H 0 0 0 0 0 25 25 0 - 2,5
Fr/H 0 0 25 25 25 25 5 0 - 2,5
R/E 25 25 175 25 25 25 275 - 27,5 225
F/E 25 71,5 15 15 15 15 20 - 20 10
C/E 25 5 5 15 25 325 *325 - 20 10
Fr/E 0 0 5 10 125 15 175 - 20 10
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Familia

Tempo em dias / % de mortalidade**

Espécie Orgio / Solvente 1 2 3 7 14 21 28 CP1 CP2 CN
S. guianensis F/H 2.5 2.5 2.5 7.5 10 15 *15 0 - 2.5
CC/H 0 0 2,5 2,5 2,5 5 5 0 - 2,5
CC/E 2,5 10 12,5 35 35 40 *42.5 - 27,5 22,5
CM /H 0 0 0 0 2,5 7,5 7,5 0 - 2,5
F /E 0 5 75 17,5 22,5 25 25 - 27,5 22,5
Rubiaceae

C. pohliana F/D 5 5 5 5 10 10 10 2,5 - 2,5
CM/D 0 0 0 0 2,5 2,5 2,5 2,5 - 2,5
C/H 5 5 5 5 5 5 7,5 0 - 2,5
R/ H 0 0 0 0 0 0 0 0 - 2,5
C/D 2,5 5 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5 0 - 2,5
R/ D 0 5 7,5 7,5 7,5 10 *125 O - 2,5
F/H 5 5 5 7,5 10 10 *12,5 2,5 - 2,5
P. rigida F/H 7,5 7,5 7,5 15 15 15 *15 2.5 - 2,5
F/D 2,5 2,5 2,5 5 7,5 10 10 2,5 - 2,5
S. brasiliensis R/ H 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 0 - 2,5
Fr/H 0 0 0 0 2,5 5 5 0 - 2,5
Fr/E 125 175 17,5 20 27,5 30 325 - 27,5 22,5
R/E 0 0 0 75 12,5 17,5 20 - 20 10

Vochysiaceae
Q. grandiflora CM /H 25 25 25 5 10 10 10 15 10
F/H 0 25 25 25 25 10 10 10 - 25
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Familia

Tempo em dias / % de mortalidade

Lspecie Orgao / Solvente 1 2 3 7 14 21 28 CPl1 CP2 CN
Vochysiaceae
Q. grandiflora F/D 0 0 0 0 25 5 5 10 25
R/ H 5 5 75 125 12,5 12,5 *125 O - 2,5
CC/H 5 5 5 5 10 125 125 25 - 22,5
C/ D 2,5 25 25 25 25 25 5 2,5 - 22,5
CM/D 10 12,5 12,5 12,5 17,5 20 *22,5 25 - 22,5
F/SH 5 12,5 125 17,5 25 275 30 - 27,5 225
Zingiberaceae
R. alpinia F/H 0 0 0 10 15 17,5 *17,5 25 - 2,5
RZ /D 0 0 0 0 0 0 0 5 - 10
F/E 0 0 25 1.5 10 10 125 - 20 10

* p<0,05, estatisticamente significante quando comparados com os controles, teste Q de Cochran. C: Caule

(madeira+casca); CM: Madeira do caule; CC: Casca do caule; F: Folha; Fr: Fruto; R: Raiz (madeira + casca); RM:

Madeira raiz; RZ: Rizoma. H: Hexano; D: Diclorometano; E: Etanol; SH: Solucao hidroalcodlica (dgua 90%:etanol

10%). CP1: Controle acetona; CP2: Controle etanol; CN: Controle negativo - sem tratamento; ** soma cumulativa do

percentual de morte. -: ndo testado
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Tabela V: Atividade inseticida das fases oriundas dos extratos ativos sobre ninfas de 4° estidio (n=60) de R. milesi

topicamente tratadas

Familia Extrato bruto Tempo em dias / % de mortalidade** Controles
Espécie Orgio / Solvente Fase 1 2 3 7 14 21 28 CP1 CP2 CN
Anacardiaceae
S. terebinthifolius RM/H Act 0 0 1,7 1,7 33 5 5 - 1,7 1,7
M 0 1,7 1,7 3.3 3.3 3.3 3.3 - 0 0
Malphighiaceae
B. crassa F/H H 0 0 1,7 3,3 3,3 3,3 3,3 0 - 1,7
Act 0 0 0 1,7 1,7 1,7 1,7 - 1,7 1,7
M 0 0 0 1,7 1,7 33 5 - 1,7 1,7
Monimiaceae
S. guianensis F/E H 1,7 15 15 15 183 183 *183 O - 1,7
Act 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7 5 - 1,7 1,7
M 0 1,7 1,7 6,7 67 83 *8,3 - 0 0
CC/E H 1,7 1,7 33 33 33 5 5 0 - 1,7
Act 0 0 0 0 0 1,7 1,7 - 1,7 1,7
M 0 0 0 0 0 0 0 - 0
F/H H 0 33 33 33 33 6,7 *6,7 1,7 - 0
Act 0 0 0 0 0 0 0 - 0 0
M 1,7 3.3 5 5 5 5 5 - 0 0
S. cujabana C/E H 0 0 0 0 0 0 0 0 - 1,7
Act 0 0 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7 - 0 0
M 0 1,7 1,7 33 33 5 5 1,7 1,7 0
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Familia Extrato bruto Tempo em dias / % de mortalidade** Controles

Espécie Orgio / Solvente  Fase 1 2 3 7 14 21 28 CP1 CP2 CN
Rubiaceae
S. brasiliensis Fr/E H 1,7 1,7 1,7 1,7 3.3 33 33 0 - 1,7
Act 0 0 0 1,7 1,7 1,7 1,7 - 0 0
M 33 33 33 33 33 6,7 *6,7 - 1,7 0
Vochysiaceae
Q. grandiflora CM/D H 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7 3.3 0 - 1,7
Act 1,7 33 5 5 5 6,7 *8,3 - 0 0
M 1,7 1,7 1,7 3.3 3.3 3.3 3.3 - 1,7 0
Zingiberaceae
R. alpinia F/H H 33 33 33 5 5 5 5 0 - 1,7
Act 0 0 0 0 0 0 0 - 1,7 1,7
M 0 0 0 0 0 1,7 1,7 - 1,7 1,7

* p<0,05 estatisticamente significativo quando comparados com os controles, teste Q de Cochran. C: Caule (madeira + casca);
CM: Madeira do caule; CC: Casca caule; F: Folha; Fr: Fruto; RM: Madeira da raiz. H: Hexano; Act: Acetonitrila; M: Metanol;
E: Etanol. CP1: Controle acetona; CP2: Controle etanol; CN: Controle negativo — sem tratamento; ** soma cumulativa do

percentual de morte. -: ndo testado.
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Tabela VI: Siparuna guianensis: Grupos resultantes do processo cromatografico da fase

hexanica do extrato etandlico da folha de S. guianensis

Grupos Fracgdes Eluente (%) Massa (g) Rendimento (%)
Gl F1-9 Ch (100) 0,12 1,8
G2 F 10-20 Ch (100) 0,04 0,6
G3 F21-33 Ch (100) 0,32 4,9
G4 F 34-70 Ch (100) 0,27 4,2
G5 F 71-80 Ch (100); Ch:AcEt (98:2) 0,09 1,4
G6 F 81-83 Ch:AcEt (98:2) 0,42 6,5
G7 F 84-85 Ch:AcEt (98:2) 0,09 1,4
G8 F 86-88 Ch:AcEt (98:2) 0,22 3.4
G9 F 89-110 Ch:AcEt (98:2) 0,86 13,2
G10 F111-120 Ch:AcEt (98:2, 95:5) 0,39 6,0
Gll1 F 121-154 Ch:AcEt (95:5) 0,54 8,3
GI12 F 155-214  Ch:AcEt (90:10, 85:15 e 70:30) 2,3 354
G13 F 215-230 Ch:AcEt (70:30, 50:50) 0,17 2,6
Gl4 F 231-240 Ch:AcEt (50:50) 0,15 2,3
G15 F 241-281 Ch:AcEt (30:70); AcEt (100) 0,19 29
Gl6 FM M (100) 0,29 4,5

G: Grupo, F: Fracdes, Ch: Ciclohexano, AcEt: Acetato de etila, M: Metanol
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Tabela VII: Siparuna guianensis: Atividade inseticida dos Grupos obtidos a partir do
processo cromatografico da fase hexanica do extrato etandlico da folha de S.
guianensis sobre ninfas de 4° estadio (n = 60) de R. milesi

Tempo em dias / % de mortalidade

Grupos 1 2 3 7 14 21 28
Gl 0 0 0 0 0 0 0
G2 0 0 0 0 0 0 0
G3 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7
G4 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7 3,3 3,3
G5 - - - - - - -
G6 0 1,7 1,7 5 5 6,7 6,7
G7 0 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7
G8 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7
G9 0 0 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7
G10 0 0 0 0 0 0 0
Gl1 0 0 0 0 0 0 0
Gl12 0 0 0 1,7 1,7 1,7 1,7
G13 0 0 0 0 0 0 0
Gl14 0 0 0 0 0 0 0
G15 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7 3,3 3,3
Gl6 0 3,3 3,3 3,3 3,3 5 5
CP2 0 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7
CN 0 0 0 0 0 1,7 1,7

G: Grupo; CP2: Controle etanol; CN: Controle negativo — sem tratamento; -: nao
testado. Obs.: para a realizacdo dos testes, todos os grupos foram solubilizados em

etanol, portanto o controle acetona (CP1) ndo foi necessario.



Tabela VIII: Capacidade dos extratos vegetais em atrasar o ciclo de desenvolvimento de
ninfas de 4° estddio de R. milesi no periodo de 28 dias, em porcentagem

Familia Extrato bruto Controles
Espécie Orgio / solvente n % de inibicao  CP1 CP2 CN
Anacardiaceae
S. terebinthifolius F/D 38 42.1* 0 - 0
F/H 35 17,1%* 0 - 0
C/D 38 0 0 - 0
RM/H 33 0 5,1 - 3,3
R/H 34 0 5,1 - 3,3
Apocynaceae
A. tomentosum CM/D 35 80 100 92,1 92
Bignoniaceae
C. antisyphilitica CM/H 37 89,2 100 92,1 92
Clusiaceae
C. brasilienses CM/H 38 0 5,1 - 3,3
R/H 38 0 5,1 - 3,3
F/H 37 2,7 3 - 5,3
CC/SH 36 97,2 - 92,1 92
F/D 35 5,7 3 - 5,3
K. coriacea F/H 35 29 3 - 5,3
F/D 38 0 0 - 0
CC/H 38 5,3 5,1 - 3,3
CM/H 34 0 5,1 - 3,3
RM/H 37 0 5,1 - 3,3
Malphighiaceae
B. crassa F/SH 30 66,7* - 50 36
F/H 35 0 2,6 - 0
F/D 38 0 2,6 - 0
F/D 37 0 0 - 0
F/H 40 0 0 - 0
Mimosaceae
E. ellipticum C/D 33 0 5,1 - 3,3
F/SH 27 29,6 - 34,5 32
F/D 39 0 0 - 0
F/H 40 0 0 - 0
RM/H 38 0 5,1 - 3,3
S. adstringens CM/D 39 89,7 100 - 92
F/H 39 2,6 0 - 0
F/D 40 0 0 - 0
Monimiaceae
S. cujabana F/H 38 0 0 - 0
C/H 39 2,6 0 - 0
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Familia Extrato bruto Controles

Espécie Orgio / solvente n % de inibicao  CP1 CP2 CN
S. cujabana R/H 40 0 0 - 0
Fr/H 38 0 0 - 0
C/E 27 444 - 50 36
Fr/E 33 45,5 - 50 36
F/E 32 40,6 - 50 36
S. guianensis CC/H 38 0 0 - 0
CM/H 39 0 0 - 0
R/E 29 27,6 - 345 32
F/E 30 23,3 - 345 32
F/H 34 0 0 - 0
CC/E 23 21,7 - 345 32
Rubiaceae
C. pohliana F/D 36 0 2,6 - 0
CM/D 39 0 2,6 - 0
F/H 36 0 2,6 - 0
R/H 38 0 0 - 0
R/H 40 0 0 - 0
C/D 34 0 0 - 0
R/D 37 0 0 - 0
P. rigida F/D 37 0 2,6 - 0
F/H 34 0 2,6 - 0
S. brasiliensis R/E 32 65,6* - 50 36
R/H 39 0 0 - 0
Fr/H 38 0 0 - 0
Fr/E 27 22,2 - 345 32
Vochysiaceae
Q. grandiflora F/H 36 0 0 - 0
F/D 38 0 0 - 0
F/SH 28 35,7 - 345 32
CM/D 32 3,1 5,1 - 33
C/D 38 7,9 5,1 - 3.3
CC/H 35 0 5,1 - 33
R/H 35 0 0 - 0
CM/H 36 2,8 3 - 53
Zingiberaceae
R. alpinia F/E 35 60* - 50 36
RZ /D 40 87,5 100 - 92
F/H 33 0 2,6 - 0

*p<0,05 quando comparado com os controles, teste Q de Cochran; n: n° da amostra; C: Caule
(madeira+casca); CM: Madeira do caule; CC: Casca do caule; F: Folha; Fr: Fruto; R: Raiz
(madeira + casca); RM: Madeira da raiz; RZ: Rizoma. H: Hexano; D: Diclorometano; E: Etanol;
SH: Solucao hidroalcodlica (dgua 90%:etanol 10%). CPI1: Controle acetona; CP2: Controle
etanol; CN: Controle negativo — sem tratamento. -: ndo testado.
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Tabela IX: Capacidade das fases oriundas das particdes dos extratos ativos em atrasar o ciclo de
desenvolvimento de ninfas de 4° estddio de R. milesi no periodo de 28 dias, em porcentagem

Familia Extrato bruto % de Controles
Espécie Orgio/ solvente Fase n inibicdo  CPl1 CP2 CN
Anacardiaceae
S. terebinthifolius RM/H Act 57 1,8 0 - 0
M 58 1,7 - 3,3 0
Malphighiaceae
B. crassa F/H H 58 0 0 - 0
Act 59 0 0 - 0
M 58 0 0 - 0
Monimiaceae
S. cujabana C/E H 60 0 0 - 0
Act 59 0 - 3,3 0
M 57 0 1,7 0 0
S. guianensis CC/E H 57 0 0 0
M 60 1,7 - 3,3 0
Act 59 6,8* 0 - 0
F/H H 56 0 1,7 0 0
Act 60 33 - 3,3 0
M 57 1,8 - 3,3 0
F/E H 49 0 0 - 0
Act 59 1,7 0 - 0
M 55 0 - 3,3 0
Rubiaceae
S. brasiliensis Fr/E H 58 0 0 - 0
Act 59 1,7 - 3,3 0
M 57 0 1,7 0 0
Vochysiaceae
Q. grandiflora CM/D H 59 0 0 - 0
Act 55 0 - 3,3 0
M 60 0 1,7 0 0
Zingiberaceae
R. alpinia F/H H 57 0 0 - 0
Act 60 0 0 - 0
F/H M 59 0 0 - 0

* p<0,05 quando comparado com os controles, teste Q de Cochran; C: Caule (madeira + casca);
CM: Madeira do caule; CC: Casca do caule; F: Folha; Fr: Fruto; RM: Madeira da raiz. H:
Hexano; Act: Acetonitrila; M: Metanol; E: Etanol; CP1: Controle acetona; CP2: Controle etanol;

CN: Controle negativo — sem tratamento. -: nao testado
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Tabela X: Siparuna guianensis: Capacidade dos Grupos (G) obtidos do fracionamento da
fase hexéanica do extrato etandlico da folha em atrasar o ciclo de desenvolvimento de

ninfas de 4° estddio de R. milesi no periodo de 28 dias, em porcentagem

Grupos n % inibi¢do da ecdise
Gl 60 0
G2 60 0
G3 60 0
G4 59 2
G5 - -
G6 58 3
G7 60 0
G8 59 2
G9 59 2

G10 59 2
Gll1 60 0
G12 60 0
G13 60 0
Gl4 60 0
G15 59 2
G16 60 0
CP2 60 0
CN 60 0

G: grupo; n: nimero de insetos; CP2: Controle etanol; CN: Controle negativo - sem
tratamento; - nao testado. Obs.: para a realizacdo dos testes, todos os grupos foram

solubilizados em etanol, portanto o controle acetona (CP1) ndo foi necessario.
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Figura 1: Processo de producdo dos extratos — A: coleta; B: dessecacdo e estabilizacdo; C: 6rgao vegetal pulverizado; D: maceragdo;

E: obtenc¢ao da solucdo extrativa; F: concentracdo; G: dessecacdo; H: extrato bruto
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Figura 2: Aplicacado tépica das amostras nos tergitos abdominais de ninfas de 4° estadio

de R. milesi.
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Figura 3: Parti¢do liquido-liquido dos extratos ativos: sistema de eluentes: Hexano: Acetronitrila
ou Hexano:Metanol - (3:1)

Figura 4: Siparuna guianensis: Coluna cromatografica aberta de silica gel da fase ativa, oriunda
da parti¢do liquido-liquido do extrato: sistema de eluentes: Ciclohexano:Acetato de etila:Metanol
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Figura 5: Siparuna guianensis: Cromatografia em camada delgada (CCD). T: material de

partida; 210, 220, 225: fracdes. Sistema de eluente: Hexano:Acetato de etila (80:20).

Revelador: vanilina sulfiirica
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Figura 6: Diferentes fases do ciclo de desenvolvimento de R. milesi — A: Ovos; B: ninfa de
1° estadio; C: ninfa de 2° estadio alimentada; D: ninfa de 3° estadio; E: ninfa de 4° estadio;
F: ninfa de 5° estadio e G: inseto adulto.
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Figura 7: Percentual de mortalidade em cada estadio de desenvolvimento de R. milesi; N1: ninfa
de primeiro estddio, N2: ninfa de segundo estddio, N3: ninfa de terceiro estddio, N4: ninfa de
quarto estadio, N5: ninfa de quinto estadio
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Figura 8: Siparuna guianensis: Cromatografia em camada delgada dos grupos G3, G4, G5,

G6, G7, G8 e G9. C: ciclohexano; D: diclorometano. Revelador: vanilina sulfdrica
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Anexo A: Ficha de avaliacdo do ciclo bioldgico de Rhodnius milesi

UnB (Faculdade de Medicina / Satide) - Anexo do Laboratério de Farmacognosia: Ciclo de desenvolvimento de R. milesi

Pote = ninfas de ------------------ estadio (N )

Dias Data Alimentacdo Morte Muda Observagdes
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Anexo B: Ficha de monitoramento da temperatura e umidade da sala de criagdo dos triatomineos

Meés: Hora do dia| Dentro da estante de criacdo em 24 horas | Sala de cria¢do Observacoes

Data Hora | T°C/UR% | T °C/UR% max | T °C/UR% min T°F T °F max | T °F min

T °C max/min: temperatura em grau Celsius maximo/minimo; UR%: % de umidade relativa, T °F: temperatura em grau Fahrenheit

50




Anexo C: Ficha de avaliagdo dos resultados da atividade inseticida e capacidade de atrasar o ciclo de desenvolvimento do inseto de
amostras aplicadas topicamente sobre ninfas de 4° estadio de R. milesi no periodo de 28 dias

Laboratorio de Farmacognosia - N° do teste:

Més: Amostra [ Amostra IT Observacgoes

Tempo |N° Identificacdo Data morte muda | morte muda

24 horas

48 horas

72 horas

4 dias

5 dias

6 dias

7 dias

8 dias

9 dias

10 dias

11 dias

12 dias

13 dias

14 dias

15 dias

16 dias

17 dias

18 dias

19 dias

20 dias

21 dias

22 dias

23 dias

24 dias

25 dias

26 dias

27 dias

28 dias
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Anexo D: Ficha de avaliag@o dos controles durante a realizag¢@o dos testes topico com as amostras sobre ninfas de 4° estddio de R. milesi no periodo de 28 dias

Laboratério de Farmacognosia - N° dos controles:

Més: CP1 ou CP2 (I) |CP1 ou CP2 (II) CN (1) CN (2) Observacdes

Tempo Data morte | muda | morte | muda | morte | muda | morte | muda

24 horas

48 horas

72 horas

4 dias

5 dias

6 dias

7 dias

8 dias

9 dias

10 dias

11 dias

12 dias

13 dias

14 dias

15 dias

16 dias

17 dias

18 dias

19 dias

20 dias

21 dias

22 dias

23 dias

24 dias

25 dias

26 dias

27 dias

28 dias

CP1 ou CP2 (I e II): Controle acetona ou etanol (Amostras I e II); CN (1 e 2): controle negativo - sem tratamento (Amostras I e II)
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