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RESUMO

Foi construida e climatizada uma cdmara bioldgica para criar, manter adultos e
estocar ovos de Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera, Culicidae), com o objetivo de atender a
alta demanda de insetos utilizados em ensaios biol6gicos com diferentes tipos de inseticidas,
bem como avangar nos estudos biolégicos desse mosquito com relagdo as dietas alimentares. A
cémara biol6gica foi climatizada a temperatura de 28 + 1:C, com umidade relativa de 80 = 5% e
fotofase de 12 horas. Apresentam-se os dados sobre a eclosdo das larvas, desenvolvimento larval
e pupal, ciclo evolutivo, sexagem, longevidade das fémeas e machos de 4. aegypti.

UNITERMOS: Aedes aegypti. Criagdo. Metodologia. Biologia.
INTRODUCAO

O Aedes aegypti ¢, sem diuvida, 0 mosquito mais importante nos
registros epidemiolégicos da febre amarela e dos quatro sorotipos do virus da
dengue (Den-1, Den-2, Den-3 e Den-4), os quais tém causado as formas
benigna e hemorragica (Franco, 1969; OMS, 1987; Chippaux et al., 1993;
Chungue et al., 1993; Halstead, 1993; Khiem et al., 1993; Okabe, 1993;
Soedarmo, 1993; Sucharit et al., 1993).

Evidéncias faunistica, primitiva e silvestre do A. aegypti na Africa
indicam que esse mosquito surgiu naquele continente. E provavel que o A.
aegypti tenha sido introduzido nas Américas pelas expedigdes colonizadoras
dos europeus (Franco, 1969). A sua alta densidade, aliada a avidez por
sangue humano, tornou-o uma praga das cidades. No Brasil, 0 4. aegypti foi
erradicado e reintroduzido vérias vezes. Atualmente o 4. aegypti distribui-se
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em 2.719 municipios brasileiros (dados da Fundagdo Nacional de Satde —
Distrito Federal-1997), ocupando todas as regides, com poucas perspectivas
de ser controlado, e trazendo consigo dengue. Essa doenga ¢é
predominantemente de paises subdesenvolvidos, devido a alta densidade do
A. aegypti e a ma distribuigdo de recursos. O intrinseco relacionamento dos
problemas de gerenciamento de programas, as interrupgdes e as limitagdes
técnico-cientificas inviabilizam as a¢des de combate, deixando sem controle
tanto o mosquito quanto a doenga. (Silva et al., 1991; Oya, 1993; Silva et al.,
1993b; Silva, 1994; Silva et al., 1994b; Moreira et al., 1994; Macoris et al.,
1995; Fernandes et al., 1996a,b).

Porque ndo dispomos de vacina efetiva até o momento para a
dengue, embora haja pesquisa, progresso e perspectivas de obtengdo (Yasui,
1993; Oya, 1993; Kitamura, 1993; Khin et al., 1994), e nem de tratamento
especifico, o combate ao vetor é a medida mais eficiente na prevengdo de
surtos de dengue. Para isto, é imprescindivel elaborar um programa de
combate, sustentado nos conhecimentos de biologia, em medidas de
eliminac@o de criadouros integradas as da eficiéncia dos inseticidas sobre o
A. aegypti. Para se conhecer a eficiéncia dos inseticidas ja existentes e/ou
testar novos, realizam-se ensaios biolégicos, o que depende da criagio em
alta escala, manutengao e estocagem de ovos do 4. aegypti em laboratério.

MATERIAL E METODOS

Criagdo - construiu-se uma camara bioldgica para criar 4. aegypti,
com acesso através de uma antecdmara, que visa a seguranga do trabalho e
possibilita a recaptura no caso de fuga de mosquitos. Essa cAmara foi
climatizada a 28 + 1°C pela interligagdo de um termostato, um eletroimi e
uma chave térmica com um condicionador de ar. A umidade de 80 *+ 5% foi
obtida pela evaporagdo natural da dgua, a partir de frascos com é4gua e fraldas
brancas (Fig.1), e controlada com um higrémetro. A fotofase foi obtida da luz
natural através de uma parede dupla de esquadrias e vidro transparente
(semiadiabatica), por cerca de 12 h. Os ovos foram coletados durante um
periodo de 24 meses e estocados, para constituir uma ovoteca.

O termostato e o higrometro foram aferidos com controles de
temperatura e umidade anotados trés vezes ao dia, utilizando-se de um
termOmetro de maxima e minima (mercurio) e de um termémetro umido.

A cartela de ovos, em papel-filtro, foi colocada para incubar em
bacia branca esmaltada, medindo 30 cm de didmetro por 7 cm de altura e
contendo 1,5 1 de 4gua proveniente da rede piiblica de abastecimento (Fig.1).

Optou-se pelo uso desse tipo de bacia, pelo contraste que ela
oferecia e por tornar mais facil a visualizagdo das larvas de 1° estadio, logo
apos a sua eclos@o.
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A temperatura da 4gua era medida diariamente, usando um
termémetro digital, e foi em média de 25 + 0,5° C.

Incubagdo — apés a imersdo dos ovos em agua, as bacias eram
examinadas em intervalos de 2 horas para verificar as eclosdes das larvas. As
observagdes diarias foram feitas durante um periodo de 8 meses.

o Procurou-se manter constante o volume de agua, com reposi¢des
dla.nas; a limpeza das bacias era feita em intervalos de 7 dias. Para isso,
retirava-se o papel com ovos, que era colocado em uma bacia limpa, e os
ovos soltos eram transferidos com o auxilio de uma pipeta de vidro.

Desenvolvimento — para estudos de biologia, logo apés a eclosio, as
larvas de 1° estadio eram retiradas com o auxilio de uma pipeta de vidro,
individualizadas em tubos de polietileno, transparentes, medindo 4,0 cm de
altura x 4,7 cm de didgmetro, contendo 8 ml de agua (Fig.2). Estes eram
numerados e colocados em bandejas plasticas identificadas com o numero da
bacia. A reposi¢do da 4gua evaporada era feita, retirando-se a quantidade
necessaria de uma bacia pléstica com 4gua da rede publica de abastecimento,
que ficava em repouso dentro da cdmara. Com esse procedimento,
compatibilizava-se a temperatura da dgua com o ambiente climatizado e,
desta forma, evitava-se o choque térmico e, por conseguinte, a diapausa
(Wigglesworth, 1974). Quando se verificava fermentagdo da ragéo, a 4gua era
totalmente trocada. Para criagdo em alta escala, o desenvolvimento larvario
ocorre dentro da bacia e, na fase de pupa, estas sdo transferidas para gaiolas
de emergéncia e acasalamento.

Para facilitar a visualizagdo das larvas de 12 estadio, utilizou-se um
foco luminoso de uma lanterna incidindo sobre a bacia.

As larvas foram alimentadas, imediatamente apos a eclosdo, com
ragdo para gatos (Silva et al., 1995) triturada em gral e pistilo e, depois, coada
em tela fina, até se obterem finissimas particulas. Utilizando-se a ponta de
uma espatula de polietileno, que colhia, aproximadamente, 1,9 mg de ragio,
colocava-se esta quantidade quando se individualizava a larva para
determinagdo do ciclo em cada tubo. A reposicdo era feita quando se
verificava diminui¢fo ou desaparecimento da racao.

Nas observagdes didrias, as exiivias eram retiradas e as ecdises,
anotadas. No estdgio de pupa, trocava-se a dgua do tubo, ao qual se prendia,
com fita crepe, outro tubo, com as mesmas caracteristicas, assim
permanecendo até a emergéncia do adulto.

Ao emergir o adulto, identificava-se o sexo e, imediatamente apés,
transferia-se 0 mesmo para gaiolas de acasalamento (Silva et al., 1994a).

Os adultos, provenientes dos ciclos de cada bacia, foram colocados
nas gaiolas, identificadas com os respectivos niimeros das bacias.
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Figura 1. Parte interna da camara biol6gica mostrando detalhes da prateleira,
bacias esmaltadas, termostato e frascos para umidificagdo.

Para a alimentagdo das fémeas usaram-se camundongos albinos
“empastelados”. Segundo esta técnica, os camundongos sdo grampeados em
tela de nailon, ficando imobilizados, com o abdome recurvado sobre o ventre,
posi¢do que se assemelha a um pastel (Fig.3). Na parte superior do interior da
gaiola, com o auxilio de um clipe semi-aberto, pendurava-se o camundongo,
e, embaixo deste, colocava-se um recipiente plastico, com a finalidade de
reter fezes e urina do camundongo. Este ficava exposto as fémeas do A.
aegypti por um periodo médio de 6 horas, em dias alternados. Apds a
alimentagdo das fémeas, o camundongo era retirado e solto em gaiola
apropriada, no biotério.

56 REVISTA DE PATOLOGIA TROPICAL

Figura 2. Tubos de polietileno para individualizagéo de larvas de 12 estadio e
bacia esmaltada com cartela de ovos ao fundo para criagio em alta
escala.

Os machos alimentavam-se em algoddo (absorvente interno
feminino o.b., Johnson & Johnson) embebido em 4gua agucarada na
proporgdo de 12 g de aglicar cristal por 250 ml de 4gua (Fig.3). Preparava-se
a solugdo agucarada, retirava-se o 0.b. de sua embalagem original, colocando-
o imerso nesta solugdo, até que se apresentasse completamente embebido.
Em seguida era retirado, introduzido na gaiola e preso pelo préprio corddo
em um clipe (Fig.3). Optou-se por esse tipo de algoddo, apés verificar-se a
sua resisténcia ao desenvolvimento de fungos, possibilitando a sua utilizagdo
por um periodo maior do que outros tipos de algoddo. O o.b. era trocado
semanalmente, e, neste intervalo, era umedecido, em dias alternados, com
agua agucarada e n3o agucarada. Para isto, introduzia-se na gaiola, através do
manguito, um copo com solugdo agucarada, onde se imergia o o0.b.

Fecundidade — no interior da gaiola de acasalamento colocou-se um
copo de vidro dmbar, com um ter¢o de sua capacidade com agua, na qual se
imergiu uma parte do papel-filtro, do tipo coador de café (Melita n°® 100),
para as fémeas realizarem suas posturas. O copo foi coberto com um cone de
papel cartolina, cortado no épice, criando um microambiente propicio a
postura e impedindo também a morte de adultos, por afogamento, no
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momento de se acasalarem. Esse copo foi etiquetado com o c6digo da gaiola,
datado e trocado diariamente.

Longevidade - os adultos foram mantidos nas gaiolas de
acasalamento e alimentados com a técnica ja descrita. Diariamente, procedia-
se a limpeza das gaiolas, com papel-toalha umedecido em 4gua, e retiravam-
se 0s mosquitos mortos, anotando-se o sexo e o codigo da gaiola.

A anilise de varidncia e o teste de Tukey, ao nivel de 5%, foram
usados para comparag@o dos dados obtidos dos diversos ciclos evolutivos.

Figura 3. Alimentagdo de fémeas de Aedes aegypti em camundongo, e de
machos e fémeas no absorvente o0.b., embebido em agua
agucarada, presos na parte superior da gaiola de criagdo e
acasalamento.

O teste de Qui-quadrado de heterogeneidade foi usado na
determinagdo da sexagem.

RESULTADOS

Das 11 amostras de ovos colocadas para incubar (Tabela 1) houve
eclosdo de larvas em todas elas, tendo o periodo de estocagem no laboratério
interferido significativamente na incubag#o. Os periodos de estocagem de 3 e
121 dias foram os mais favoraveis a eclosdo. A taxa de eclosdo média diaria
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foi significativamente maior em ovos recém-ovipostos (no periodo de 3 dias),
do que nos outros periodos, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%.

Tabela 1. Taxa de eclosdo de larvas de Aedes aegypti, a partir de ovos com
diferentes periodos de estocagem.

Cartela Estocagem Total de ovos Média eclosao Eclosdo
(dias) didria (%)
01 03 8.007 86,1 £51,12a 85,4
02 32 6.698 5,3 +0,98b 41,1
03 63 5.786 6,4+213b 36,0
04 91 7.938 12,1 +4,76¢ 47,7
05 121 6.749 13,2+ 5,36¢ 97,2
06 154 6.600 1,6 +0,30d 1,3
07 273 . 4,612 8,6 = 3,78bc 43
08 337 3.611 1,0 £ 0,00d 0,3
09 427 3.842 5,6 £0,25b 10,9
10 462 4.800 1,0 £ 0,00d 0,5
11 492 7.708 1,0 +0,00d 0,2

Obs.: As médias seguidas da mesma letra, nas colunas, ndo apresentam
diferenga significativa entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%.

Pela andlise da Tabela 2, constatou-se diferenga significativa entre
os ciclos, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%; pelo célculo do coeficiente de
determinag@o da incubagdo sobre o ciclo, pode-se afirmar que 99,79% da
variagdo do ciclo foram preditas pela incubagfo. A sexagem foi equilibrada,
mantendo-se sempre a razdo de 1 para 1, em todos os ciclos estudados.
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Tabela 2. Duragio do ciclo evolutivo (dias) de Aedes aegypti, provenientes
de ovos, apds 121 dias de estocagem.

Estadios Larvais ciclo

N° de Incub Larva-1 Larva-2 Larva-3 Larva-4 Pupa evolutivo
ciclos (dias)
1 09 a 24 a 09 ab 12 a 26 a 20 ab 99 a
2 33 b 1,7 bec 08 d 09 a 25 a 20 ab 11,0 b
3 60 ¢ 12 d 0,8 ab 10 a 28 a 22 ab 140 ¢
4 325 d 1,6 bd 1,0 be 10 a 25 a 23 a 41,0 d
5 330 d 1,7 be 1,0 ab 10 a 29 a 21 b 41,7 d
6 330 d 1,7 be 1,0 abc 1,0 a 29 a 22 ab 41,8 d
7 424 e 13 cd 09 ab L1 a 26 a 22 ab 505 e
8 532 f 12 d 14 d 1,0 a 28 a 21 ab 61,7 f
9 546 g 14 cd 09 #ab 10 a 27 a 1,8 b 62,5 f
10 630 h 26 a 1,3 cd Il a 24 a 19 ab 723 g
11 64,4 i 1,5 cd 1 - LIl a 24 a 19 ab 722 g
12 744 j 2,0 ab 1,0 ac 12 a 38 b 20 ab 840 i
13 795 k 26 a 1,1 ac Il a 25 a 21 ab 889 i

Obs.: As médias seguidas da mesma letra, nas colunas, ndo apresentam
diferenca significativa entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de 5%. Incub.=
Incubagdo

DISCUSSAO

A fertilidade dos ovos de 4. aegypti, observada ap6s o periodo de
armazenamento, demonstrou que esses continuaram vidveis até 492 dias ap6s
a oviposigdo. Isso mostra uma adaptagdo muito importante desse mosquito
para a dispersdo passiva, pois essa circunstincia possibilita o transporte
desses ovos resistentes em qualquer tipo de artefatos, d4 maiores perspectivas
de vida ao A. aegypti e, ainda, viabiliza seu recrudescimento na mesma ou em
outras localidades. Como exemplo, a comercializagdo de pneus usados que
pode sinalizar como um mecanismo factivel de dispersdo. Esse fato torna
imprescindivel uma maior atengdo da vigildncia entomol6gica ou
epidemiolégica. Outro fato muito interessante, com relagdo & viabilidade dos
ovos de A. aegypti, foi o de que a maior taxa de eclosdo (97,2%) ocorreu no
periodo de armazenamento de 4 meses. Esse comportamento tinha sido
observado por Shannon & Putnam (1934) em periodos de até 180 dias.

O periodo de incubagdo variou entre 1 e 79,5 dias, com eclosGes em
bloco ou em grupos, definindo os ciclos evolutivos. Destes grupos emergiam
populagdes com sexagem equilibrada para o acasalamento na razio
aproximada de 1 para 1. Esse comportamento tinha sido observado por Silva
et al. (1995), para a mesma espécie com ciclos idénticos. Houve apenas uma
diferenga no perfodo de incubagdo, que variou de 1 a 53 dias.
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A abertura de diferentes ciclos evolutivos do A. aegypti,
provenientes de uma mesma cartela, evidencia um mecanismo que o
mosquito utiliza para colocar na natureza de forma continua, embora
flutuante, diversas popula¢tes em diferentes periodos ou estagdes.

O desenvolvimento pds-embrionario do 4. aegypti, nos ciclos
estudados, variou de 7 a 10 dias. Este desenvolvimento foi muito similar aos
dados encontrados por Shannon & Putnam (1934), Forattini (1965), que
foram entre 6 e 8 dias; e em Silva et al. (1994a), Silva et al. (1995), esse
desenvolvimento variou entre 10 e 11 dias.

Para se obter sucesso no desenvolvimento de A. aegypti em
laboratério, com pouca ou nenhuma mortalidade, deve-se ter cuidado no
manuseio de larvas de 12 estadio, esperar o minimo de uma hora apés a
eclosdo, ou, ainda, s6 manusear aquelas com o tegumento escuro, com a
cépsula cefalica bem visivel. Quando ndo se observam estas recomendagdes
no manuseio de larvas de 12 estadio, a mortalidade pode atingir até 80%,
como foi demonstrado em experiéncias pilotos. Com esses cuidados podem-
se obter milhares de adultos por dia e, assim também, realizar vérios
bioensaios por dia.

Outro fator importante a ser observado para se ter sucesso na criagdo
em alta escala de 4. aegypti em laboratério € a umidade relativa do ar. Vérios
experimentos pilotos foram inviabilizados com umidade relativa inferior a
40%, condigdo em que ocorre alta mortalidade de larva. Talvez isto explique
por que a densidade desse mosquito é baixa em nossa regido (Centro-Oeste)
nos meses de junho a setembro. A umidade relativa do ar funciona, nesse
caso, como fator desfavoravel, limitando o adensamento do mosquito.

No acompanhamento de todos os ciclos evolutivos, observou-se que
as larvas comiam as exuvias, ficando apenas as céapsulas cefélicas. Este
comportamento foi mais freqiiente nas larvas de 3° e 4° estadios, sendo, neste
iltimo, a ingestdo de aproximadamente 100%. De acordo com Snodgrass
(1935), Chapman (1969) e Wigglesworth (1974), o tegumento dos insetos,
principalmente os aquaticos, tem em sua camada externa uma cuticula
composta de quitina, como elemento predominante, esclerotina, resilina e
oxido de calcio. Esses autores mostraram que, na fisiologia da muda ou
ecdise, ha reabsorgdo de quase todo o tegumento antes da ecdise e elimina-se
apenas a epicuticula. Esta é perdida e renovada em cada fase do
desenvolvimento (crescimento); desta forma, cada muda representa, ainda,
uma perda de nitrogénio e 6xido de calcio e de outras substéncias contidas na
extivia. O habito da ingestdo de exiivias, principalmente em Lj e Ly, talvez
seja uma maneira rapida e mais facil de reposi¢do dessas substdncias,
principalmente quando se trabalha com dietas artificiais. A criagiio em alta
escala tem sido feita com sucesso com a ragdo utilizada para gatos, que talvez
ndo seja ainda a ideal para L; e L,.
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As fémeas de A. aegypti apresentaram antropofilia acentuada;
mesmo com um camundongo empastelado, como fonte sangiiinea disponivel
dentro da gaiola, elas atacavam avidamente o brago quando este era
introduzido na gaiola através do manguito. Para evitar o contato com as
fémeas sugere-se o uso de luvas de cano longo, semelhantes as usadas por
veterindrios. Observou-se que, eventualmente, também as fémeas se
alimentavam do fluido agucarado que era oferecido aos machos.

SUMMARY

Laboratory methods of cultivation and maintenance of Aedes aegypti
(Linnaeus, 1762) adults and eggs

Due to the high demand of insects for biological studies and other
uses, a temperature controlled biological chamber was built with the purpose
of cultivating and keeping Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera,
Culicidae) adults and eggs. The chamber was regulated to 28 + 1 °C,
humidity of 80 +5%, and dark/light cycle of 12 hours. Data on larvae
development and hatching, life cycle, gender and life span of males and
females are presented.

KEYWORDS: Aedes aegypti. Cultivation. Methodology. Biology. Culture.
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