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RESUMO

Em regides tropicais, epidemias de dengue tém sido coincidentes com a ocorréncia de
chuvas e aumento da temperatura. Nesse trabalho investigouse o efeito de diferentes
temperaturas e umidades sobre a fecundidade das fémeas, fertilidade e quiescéncia dos
ovos de Aedes aegypti, principal vetor do virus da dengue em areas urbanas. Fémeas
alimentadas em camundongos foram separadas individualmente em recipientes plasticos e
mantidas a 25°, 30° e 35°C associados a umidades de 60% e 80%. As fémeas foi oferecido
papel de filtro embebido em dgua como substrato para postura, o qual foi substituido
diariamente, registrando-se o numero de ovos postos durante 7 dias. A fertilidade foi
baseada no percentual de eclosdo das larvas provenientes dos ovos postos pelas fémeas
utilizadas nos experimentos de fecundidade. Os grupos de ovos utilizados para a analise da
quiescéncia foram mantidos nas mesmas condi¢des experimentais durante 30, 60, 90 ¢ 120
dias. Os resultados indicaram reducdo na fecundidade com o aumento da temperatura. A
intensidade desse efeito foi dependente da umidade, com as menores taxas registradas a
35°C e 60%ur, e as maiores a 25°C e 80%ur. Na temperatura mais amena a sobrevivéncia e
o periodo de postura prolongaram-se por até 6 e 3 dias respectivamente, comparados aos
individuos submetidos a 35°C. Reducdes gradativas na fertilidade de ovos a 60% foram
observadas com o aumento da temperatura, enquanto a 80%, esse efeito foi registrado
apenas a 35°C. Ovos mantidos a 25°C produziram cerca de duas vezes mais machos que
fémeas, em ambas umidades. A temperatura, umidade e periodo de estocagem afetaram a
integridade e eclosdo dos ovos. Esses resultados sugerem que a redug@o nas densidades
populacionais registradas nos periodos quentes em regides tropicais ¢ fortemente
influenciada pela temperatura e umidade, que afetam negativamente diversos aspectos da
biologia do mosquito. As baixas taxas de sobrevivéncia e a reducdo do tempo de postura
em temperatura mais alta sugerem que as fémeas teriam menor probabilidade de distribuir

seus ovos em diferentes criadouros reduzindo a dispersdo do mosquito.
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ABSTRACT

In tropical areas, dengue epidemics have been coincident with the occurrence of rains and
temperature increase. In our work it was investigated the effect of differents temperature
and humidity on the fecundity of the females, fertility and eggs quiescence of Aedes
aegypti, main vector of the dengue virus in urban areas. Females fed in mice were separate
individually in plastic containers and maintained 25°, 30° and 35°C associates to
humidities of 60% and 80%. To the females filter paper was offered soaked in water as
substratum for posture, which was substituted daily, enrolling the number of eggs for 7
days. The fertility was based on the percentile of appearance of the coming eggs of the
females used in the fecundity experiments. The groups of eggs used for the analysis of the
quiescence were maintained in the same experimental conditions during 30, 60, 90 and 120
days. The results indicated reduction in the fecundity with the increase of the temperature.
The intensity of that effect was dependent of the humidity, with the smallest taxes
registered to 35°C and 60%, and the largest to 25°C and 80%. At lowest temperature the
survival and the posture period were prolonged for to 6 and 3 days respectively, compared
to the individuals submitted to 35°C. Gradual reductions in the fertility of eggs to 60%
were observed with the increase of the temperature, while to 80%, that effect was just
registered to 35°C. Eggs maintained to 25°C produced about of twice more males than
females, in both humidities. The temperature, humidity and stockpiling period affected the
integrity and appearance of the eggs. Those results suggest that the reduction in the
population densities registered in the hot periods in tropical areas is influenced strongly by
the temperature and humidity, that affect several aspects of the biology of the npsquito
negatively. The low survival taxes and time of posture reduction in higher temperature
suggest that the females would have smaller probability of distributing their eggs in

different nurseries reducing the dispersion of the mosquito.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. O Mosquito Aedes aegypti Linnaeus, 1762.

Aedes aegypti é um mosquito pertencente a familia Culicidae com especial
importancia para a satde publica, uma vez que transmite arboviroses que causam doengas ao
homem e animais (MILLER & BALLINGER, 1988). E originario da regido etiopica e
dispersowse para areas onde a atividade antrdpica favoreceu a sua proliferacdo. Pode ser
encontrado em regides tropicais e subtropicais, sendo considerado um mosquito cosmopolita
(CONSOLI & LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994; EDMAN et al., 1998). Esta espécie foi
introduzida no Brasil durante o periodo colonial, possivelmente através do trafico de escravos
africanos, e atualmente € o principal vetor dos virus da dengue e febre amarela no pais. Em
1934, o Servigo de Combate a Febre Amarela realizou uma ampla campanha para eliminagéo
de A. aegypti, o qual foi considerado erradicado em 1958, mas reintroduzido nove anos depois
e eliminado em seguida. Porém, um foco em Salvador (1976) iniciou a recolonizacdo do

mosquito no Brasil (CHIARAVALLOTI NETO, 1997).

Com a ampla distribuicdo da espécie pelo mundo, atualmente a dengue ¢ uma das
viroses mais importantes para a saude publica, sendo notificados cerca de 300 mil casos por
ano (GUBLER, 2002). Segundo a Funda¢do Nacional de Satde — FUNASA, a partir de 1986
a transmissdo tem ocorrido na maioria dos estados brasileiros, com grande registro da
epidemia nos anos de 1998, 2000 e¢ 2002 (COELHO et al., 2002). Até o més de setembro de
2004, ja haviam sido registrados 84.535 casos da doenga no Brasil, dos quais cerca de 33,3%

concentraram-se na regido Nordeste (BRASIL, 2004).

Um pouco menos expressiva, a febre amarela atinge cerca de 6.000 pessoas no
mundo anualmente, das quais pouco mais de 5% dos casos ocorrem na América do Sul
(VASCONCELOQOS, 2003). No Brasil, anualmente sio notificados cerca de 18 casos da forma
silvestre da doenga, principalmente em areas endémicas nas regides Norte e Centro-Oeste
(SCHATZMAYR, 2001). No ano de 2004, at¢ o més de novembro, foram confirmados 5
casos de febre amarela silvestre nos estados do Amazonas ¢ Pard, com 60% de obitos

(BRASIL, 2004).

O mosquito possui o ciclo bioldgico curto (8-12 dias em regides tropicais) que

compreende as fases de ovo, quatro estadios larvais, pupa e adulto. Com habito
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principalmente diurno, 4. aegypti apresenta picos de atividade durante o periodo matutino e
vespertino (CONSOLI & LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994), sendo as fémeas

preferencialmente antropofilicas.

Apds a hematofagia e maturagdo dos ovos, as fémeas de 4. aegypti selecionam os
criadouros onde depositam seus ovos isoladamente sobre substratos timidos em corpos
aquaticos, proximo a lamina d’agua (CLEMENTS, 1999). Esse mosquito tem como locais
preferenciais de sitios de postura os depdsitos artificiais preenchidos por dguas pluviais (latas,
pneus, vasos de planta) ou os destinados ao armazenamento de dgua (cisterna, caixas d’agua,
tambor, tanque, tonel entre outros) (Figura 1). A variedade de sitios que as fémeas podem
colonizar ¢ a grande disponibilidade desses tipos de criadouros nos centros urbanos
favorecem a elevacdo da densidade populacional e dispersdo dos mosquitos (EDMAN et. al.,

1998) e, conseqiientemente, dos virus por eles transmitidos (TEIXEIRA et al., 1999).

Figura 1. Hematofagia (A), sitios de oviposi¢cdo de Aedes aegypti (B - D), ovos de Aedes (E).
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1.2. Aspectos reprodutivos de Aedes aegypti.

1.2.1. Fecundidade

O termo fecundidade tem sido abordado de diferentes maneiras na literatura. De
acordo com LINCOLN et al. (1982), a fecundidade estaria relacionada ao nimero de gametas
formados pelas fémeas. CLEMENTS e BOOCOK (1984) sugeriram que a fecundidade
poderia ser estimada através do total de ovos postos pelas fémeas durante todo o ciclo de vida
além daqueles retidos nos ovariolos. No entanto, SULEMAN (1990) verificou,
estatisticamente, em Anopheles stephensi que a primeira postura seria um prognostico da
fecundidade das fémeas. Além disso, LIMA (2000) observou que o nimero de ovos retidos no
ovariolo de fémeas de Culex quinquefasciatus ¢ insignificante em comparacdo aos
ovipositados. Desse modo, estudos em mosquitos utilizam freqiientemente a primeira
oviposicdo como medida da fecundidade, com uma implicita suposi¢do que exista relagdo

direta entre o nimero inicial e o total da fecundidade.

O potencial reprodutivo das fémeas de mosquitos ¢ influenciado pela nutricdo larval,
particularmente, no final do estaddio larval, e o subseqiiente aproveitamento desse potencial
depende das condi¢des nutricionais durante a vida adulta (CLEMENTS, 1992). Para isso, as
fémeas necessitam realizar o repasto sangiiineo que resulta na maturagdo dos ovos,
finalizando com a oviposi¢do. O periodo que se inicia com a procura ¢ realizagdo da
hematofagia até a realizagdo da postura ¢ denominado ciclo gonotrofico (FORATTINI, 1996).
Em algumas espécies de mosquito pode ocorrer mais de um repasto por oviposi¢do, ou mais
de uma postura ap6és uma Unica alimentagdo sangiliinea (ANDREADIS & HALL, 1980;
KLOWDEN & LEA, 1980; CONSOLI et al., 1983). ALMEIDA (2003), analisando fémeas
de A. aegytpi separadas individualmente e mantidas em condic¢des laboratoriais, mostrou que
estas apresentaram cerca de 5 ciclos gonotréficos com uma média de 79 ovos/ciclo,
perfazendo uma média total de 225 ovos postos por fémea ao longo da vida. Em outros
estudos com a mesma espécie de mosquito, o numero médio de ovos postos variou de 32
(CANYON et al., 1999) a 90 ovos (BRIEGEL, 1990), levando a hipdtese de que individuos
de diferentes areas geograficas podem apresentar adaptagdes fisioldgicas as condigdes
ambientais das regides de origem resultando em varia¢des em alguns aspectos reprodutivos

(SOTA & MOGI, 1992a, b; MOGI et al., 1996).
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Considerando que a fecundidade estd relacionada a hematofagia, essa pode
contribuir para a estimativa da capacidade vetorial, através da avaliagdo do indice de picada, e

conseqiientemente, da veiculagdo do agente etiologico que tem mosquitos como transmissores

(CANYON et al., 1999).

1.2.2. Fertilidade

No momento da oviposi¢@o, o corion ¢ altamente permeavel a 4gua tornando os ovos
vulnerdveis as variagdes de umidade e temperatura do ambiente. Esses ovos absorvem agua
resultando em aumento de peso e tamanho, reduzindo a permeabilidade de acordo com a
esclerotizagdo e tornam-se resistentes a perda e absor¢do de dgua apos o total escurecimento
do corion (CLEMENTS, 1992). A eclosdo das larvas acontece normalmente apos a conclusao
do desenvolvimento embrionario, periodo de até 48 horas apds a oviposi¢do, com pequeno ou
quase nenhum atraso, sendo estimulada pela baixa concentragdo de oxigénio dissolvido na

agua (CLEMENTS, 1992).

A taxa de eclosdo em mosquitos pode ser afetada por fatores bioticos e abidticos.
Dentre os aspectos biologicos que podem interferir na eclosdo, esta a alta densidade de larvas
no ambiente aquatico em que os ovos foram ovipositados. Situagdes de laboratdrio
(LIVDAHL et al., 1984; EDGERLY et al., 1993) e campo (LIVDAHL & EDGERLY, 1987)
mostraram que altas densidades de larvas nos ultimos estadios de desenvolvimento inibem a
eclosdo de varias espécies de Aedes (LIVDAHL & WILLEY, 1991). Porém, segundo
KOENEKOQOP e LIVDAHL (1986), esse mecanismo favoreceria a sobrevivéncia de larvas
recém eclodidas devido a menor competicdo com larvas em final de desenvolvimento. Além

disso, a probabilidade de canibalismo seria mais reduzida.

Outro fator estimulante a eclosdo em Aedes foi verificado por ROBERTS (2001),
que mostrou que ovos de A. caspius e A. vittatus colocados em &agua, a qual é agitada

diariamente, as larvas eclodem significativamente mais que aqueles mantidos em agua parada.
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1.2.3. Quiescéncia

Virias espécies de Aedes apresentam resposta fisiolégica de reducdo no
metabolismo e desenvolvimento do ovo em resposta as condigdes ambientais adversas,
fenomeno denominado de quiescéncia (CONSOLI & LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994). A
duracdo desse periodo ¢ influenciada pelas variagdes de temperatura e origem da linhagem
(HANSON & CRAIG, 1994), além da resisténcia a dessecacdo (CONSOLI & LOURENCO-
DE-OLIVEIRA, 1994; SILVA & SILVA, 1999). Quando ovos quiescentes e embrionados
sdo submergidos na agua com baixo teor de oxigé€nio, o desenvolvimento ¢ estimulado
ocorrendo a eclosdo. Essa eclosdo ndo ¢ uma resposta uniforme e algumas vezes requer

sucessivos ciclos de submersdo-secagem antes do surgimento da larva.

A caracteristica de quiescéncia apresenta importantes implicacdes na dispersdo de
mosquitos e, conseqiientemente, dos agentes etioldgicos por eles veiculados (WOODRING et
al., 1998; BICOUT et al., 2002), além de possibilitar a ressurgéncia do transmissor em areas
tratadas (CARDOSO Jr ef al., 1997). A disseminagdo passiva de A. aegypti de sua regido de
origem africana para outras partes do mundo tem sido atribuida em grande parte a capacidade
de resisténcia a desseca¢do dos ovos dessa espécie (CONSOLI & LOURENCO-DE-
OLIVEIRA, 1994).

Um dos aspectos mais importantes da quiescéncia ¢ a possibilidade da ocorréncia de
varias geracdes do mosquito produzidas de acordo com dessecacdes e inundagdes dos sitios
de oviposi¢do. Desse modo, grandes populacdes de mosquito podem surgir quando as
condi¢des climaticas forem favoraveis. A abundancia de criadouros potenciais existentes a
céu aberto, que nos periodos secos ndo trard problemas, apds o periodo chuvoso significard a
reinfestacdo do mosquito. Neste sentido, a quiescéncia sera particularmente importante do
ponto de vista da saude publica, uma vez que os ovos podem conter o virus transmitido
através de fémeas infectadas, evento chamado de transmissdo transovariana (CONSOLI &

LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994).

Considerando a importancia da quiescéncia dos ovos de A. aegypti no repovoamento
de areas tratadas e na dispersdao do virus da dengue, estudos relacionados a este fendmeno se
revestem de fundamental importancia especialmente quando envolve populagdes de campo as

quais refletem a situagdo real desta espécie na regido estudada.
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1.3. Fatores abidticos que afetam a reproducio dos mosquitos.

Alteragcdes no ciclo reprodutivo em decorréncia de condicdes ambientais
desfavoraveis tém sido descritas em vdrias espécies de mosquito. (REEVES et al., 1994;
MOGI et al., 1996; CANYON et al., 1999; ODA et al., 1999; ALTO & JULIANO, 2001;
GLASSER & GOMES, 2002; MICIELE & CAMPOS, 2003). Em A. aegypti, baixas
umidades tém ocasionado uma redug¢do significante na oviposi¢do das fémeas (CANYON et
al., 1999). Este fendmeno foi comparado a dissociacdo gonotréfica observada em Anopheles
gambiae em resposta a variagdes ambientais desfavoraveis (OMER & CLOUDSLEY-
THOMPSON, 1970), tendo sido associado com o redirecionamento dos nutrientes para a
manutengcdo corporal (NAYAR & SAUERMAN, 1975). A temperatura pode afetar a
fertilidade de fémeas de mosquitos, principalmente em espécies de regides temperadas
(CLEMENTS, 1992). Isto se deve ao fato que estas espécies necessitam da elevacdo da
temperatura, além da imersdo dos ovos, para que haja uma melhor resposta a esse estimulo

(RAMSEY et al., 1988).

A grande variagdo de temperatura ¢ umidade que ocorre entre paises tropicais e
subtropicais leva a hipdtese de que populacdes de uma mesma espécie, porém de regides
distintas, possam apresentar variagdes na capacidade reprodutiva (SOTA & MOGI, 1992a, b;
MOGI et al., 1996).

Em geral, mosquitos sdo sensiveis a regimes de temperatura ¢ umidade variados, e
freqiientemente, espécies tropicais e temperadas mostram grandes variagdes sazonais na
abundancia populacional no ambiente (SAMWAYS, 1995). Populagdes de campo de A.
aegypti mostraram padrdes sazonais na atividade de oviposi¢do de acordo com as condigdes
ambientais em regides subtropicais (VEZZANI et al., 2004). Em condicdes experimentais
controladas, espécies de Aedes mostraram que individuos submetidos a diferentes
temperaturas podem ser afetados na fecundidade, longevidade e atividade hematofagica
(JOSHI, 1996; CALADO & NAVARRO-SILVA, 2002; LOWENBERG NETO &
NAVARRO-SILVA, 2004).

Mudancas nos processos de reproducdo apresentam interesse especial para a
epidemiologia, uma vez que estdo relacionados com a freqiiéncia de picadas no hospedeiro.
Desse modo, fatores que afetem esses parametros influenciam também a capacidade vetorial e

a transmissdo de doengas, merecendo estudos mais aprofundados.
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2. HIPOTESES

Fatores ambientais como temperatura e umidade influenciam a densidade
populacional de 4. aegypti. Portanto, espera-se que aspectos relacionados com o tamanho da
populagdo, como fecundidade, fertilidade e quiescéncia dos ovos sejam afetadas pela

temperatura e umidade.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar o efeito de fatores abioticos, como temperatura e umidade, sobre aspectos

reprodutivos e quiescéncia dos ovos de 4. aegypti.

3.2. Objetivos Especificos

a) Determinar o efeito da temperatura sobre a fecundidade e fertilidade das
fémeas de 4. aegypti.

b) Avaliar o efeito da umidade sobre a postura e a eclosdo das larvas de A.
aegypti.

¢) Relacionar o periodo de quiescéncia sob diferentes condi¢cdes de temperatura e

umidade.

d) Verificar o efeito da temperatura e umidade sobre a propor¢do sexual dos

mosquitos.
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Os resultados obtidos neste trabalho estdo descritos em dois artigos cientificos que
serdo enviados para os periodicos Medical and Veterinary Entomology (Artigo 1) e
Memérias do Instituto Oswaldo Cruz (Artigo 2). Segue em anexo as regras para submissao

as revistas (Anexos).
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RESUMO

Epidemias de dengue t€ém sido coincidentes com a ocorréncia ¢ chuvas e aumento da
temperatura, que em regides tropicais varia em média de 23° e 35°C. Neste trabalho
investigowse a sobrevivéncia, fecundidade das fémeas e taxa de eclosdo das larvas de 4.
aegypti a 25°, 30° e 35°C associados a umidades de 60% e 80%. Os resultados indicaram
redu¢do na fecundidade com o aumento da temperatura. A intensidade desse efeito foi
dependente da umidade, com as menores taxas registradas a 35°C e 60%ur, e as maiores
foram obtidas a 25°C e 80%ur. Na temperatura mais amena (25°C) a sobrevivéncia e o
periodo de postura prolongaram-se por até 6 e 3 dias respectivamente, comparados aos
individuos submetidos a 35°C. Redugdes gradativas na fertilidade de ovos submetidos a
60%ur foram observadas com o aumento da temperatura. A 80% de umidade, a taxa de
eclosdo foi significativamente menor quando associada a 35°C, comparada as demais
condi¢des experimentais. Esses resultados sugerem que a redug¢do nas densidades
populacionais registradas nos periodos quentes em regides tropicais ¢ fortemente
influenciada pela temperatura e umidade, que afetam negativamente diversos aspectos da
biologia do mosquito. As baixas taxas de sobrevivéncia e a redugdo do tempo de postura
em temperatura mais alta sugerem que as fémeas teriam menor probabilidade de dis tribuir
seus ovos em diferentes criadouros, reduzindo, assim, a dispersdo do mosquito, nas

estagcOes quentes.

Palavras-chave: Aedes aegypti, fecundidade, fertilidade, sobrevivéncia, temperatura,

umidade.
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INTRODUCAQO

A dengue ¢ atualmente uma das doencas mais importantes para a saude publica,
infectando cerca de 50 a 100 milhdes de pessoas por ano, em mais de 100 paises, em quase
todos os continentes, exceto a Europa (Moraes et al., 2004). No Brasil, dados da Secretaria
de Vigilancia em Saude (SVS) indicam uma reducdo de 78% no numero de casos de
dengue em 2004 comparados a 2003, quando foram notificados 299.764 casos. Apesar
disso, o nimero de ocorréncias continua alto, ¢ somente no primeiro semestre desse ano
65.114 casos foram informados, com 46 registros de dengue hemorragica (Brasil, 2004).
Esta arbovirose tem como vetor principal o mosquito Aedes aegypti Linnaeus, 1762,
origindrio da regido etiopica, de onde se espalhou para outras partes do mundo, podendo
ser encontrado em regides tropicais e subtropicais (Consoli & Lourengo-de-Oliveira, 1994;
Edman ez al., 1998).

A ampla distribui¢do geografica de A. aegypti indica que esta espécie possui uma
grande plasticidade adaptativa, levando a hipotese de que populagdes de diferentes areas
possam apresentar variagdes biologicas, adequando-os a sobrevivéncia em condi¢des
ambientais diversificadas. Varios estudos tém demonstrado que diferengas regionais dos
fatores abidticos, como temperatura, precipitacdo e umidade podem influenciar a densidade
populacional dos nosquitos (Chadee, 1991; 1992; Kalra et al., 1997; Teng & Apperson,
2000; Alto & Juliano, 2001; Miciele & Campos, 2003; Vezzani et al., 2004) e, como
conseqiiéncia, a ocorréncia de epidemias de dengue (Moore ef al., 1978). No Brasil, tem-se

assumido que a dengue esta relacionada com a variacdo sazonal, onde a maioria dos casos



Oviposi¢ao e sobrevivéncia de Aedes aegypti 18

ocorre durante a estacdo chuvosa (Brasil, 2004), apesar de alguns picos de dengue terem
sido observados em esta¢des secas em Roraima (Rosa-Freitas ef al., 2003).

Desse modo, estudos mais detalhados sobre o efeito de fatores abidticos na
reproducdo de linhagens locais de A. aegypti podem resultar em praticas regionais mais
estratégicas, para aprimorar os programas de controle do vetor nas areas estudadas. Isto é
particularmente importante, uma vez que ainda ndo existem vacinas ou drogas capazes de
evitar a doenga. Assim, o controle do vetor continua sendo a medida mais usual de
minimizar a transmissdo de dengue. Nesse trabalho, a fecundidade, fertilidade, padrdo de
oviposicdo e sobrevivéncia de fémeas de 4. aegypti, provenientes de coldnia de laboratdrio
formada originalmente de ovos coletados em campo na cidade de Recife, foram analisadas
sob diferentes condicdes de temperatura e umidade. Os resultados ampliam o
conhecimento da biologia d populacdo local de A. aegypti, oferecendo subsidios para

maior eficdcia das atividades de controle deste mosquito na regido.

MATERIAL E METODOS

Colonia de Mosquitos. Fémeas da colonia de A. aegypti, formada a partir de
ovos coletados em uma 4rea urbam de Recife (0800’00 S e 34°56°0>” W) através de
ovitrampas, no ano de 2002, foram usadas como material bioldgico neste estudo. Para
manutencdo da colonia, as larvas foram criadas em recipientes plasticos com agua potavel
e alimentadas com racdo para gato macerada (Whiskas®; 0,04 mg/larva), em condigdes

laboratoriais (27°C = 2°C, 70 + 5% de umidade relativa e fotoperiodo de 12:12 h). Os

adultos foram mantidos em gaiolas e receberam alimentac@o a base de sucrose a 10%, além
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do repasto sangiiineo, em camundongos, oferecido as fémeas para o desenvolvimento dos
OVOs.

Efeito da temperatura e umidade sobre fecundidade e sobrevivéncia. A
estimativa de fecundidade foi baseada no nimero de ovos postos pelas fémeas no primeiro
ciclo gonotréfico, o qual segundo Suleman (1990) seria um prognoéstico da fecundidade
total. Grupos de 100 a 150 fémeas foram separadas aleatoria e individualmente, logo apds
o repasto sanguineo, em recipientes plasticos (300 ml vol.), sendo mantidas em ambientes
cujas temperaturas variavam de: 23-27°C (média de 25°C); 28-32°C (média de 30°C) e 33-
37°C (média de 35°C). Para cada faixa de temperatura, foram testados grupos combinados
com as seguintes umidades relativas: 60+£8% e 80+6%, perfazendo um total de 6 grupos
experimentais. Como substrato & oviposi¢do, um suporte de papel de filtro (9 cm de
didmetro) embebido em 4gua foi colocado nos recipientes. Diariamente, os substratos e
recipientes que continham os ovos foram retirados e postos para secar por sete dias, nas
mesmas condigdes experimentais do seu grupo. Apds esse periodo, foram analisados sob
microscopio estereoscopico (x10) para contagem e registro do nimero de ovos postos. A
sobrevivéncia das fémeas foi estimada a partir do nimero de individuos vivos em cada
grupo, a partir de observagdes diarias.

Influéncia da variacdo da temperatura e umidade sobre a taxa de eclosio
dos ovos. A fertilidade dos ovos mantidos nas condi¢des experimentais descritas acima foi
estudada em amostras aleatorias retiradas de cada um dos seis grupos, apds a contagem dos
ovos para a determinagdo da fecundidade. Os ovos foram postos em bandejas plasticas com
agua potavel (2 litros) para eclos@o das larvas, as quais foram contadas e alimentadas com
racdo para gatos (Whiskas®; 0.04 mg/larva). Apds a pupacdo, os individuos foram

coletados, postos em recipientes plasticos, e colocados em gaiolas de criacdo
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(confeccionadas com armacdo de aluminio e tela) para a emergéncia dos adultos. Estes
foram analisados para a realiza¢do da sexagem.

Analises Estatisticas. As andlises estatisticas foram realizadas através do
software BioEstat 3.0 para Windows. Os dados foram analisados quanto a sua normalidade
utilizando o teste de Kolmogorov-Smirnov. Os valores representados por porcentagens,
foram previamente transformados pela raiz quadrada do percentual dividido por 100. A
influéncia da temperatura e umidade sobre os aspectos fisioldgicos analisados neste
trabalho foi estimada pelo teste de Analise de Variancia (ANOVA two-way, teste Tukey) e
Regressdo Linear Simples. A influéncia dos fatores abidticos sobre a média de ovos postos

por fémeas de A. aegypti foi estimada utilizando-se o Teste ¢ Student.

RESULTADOS

Fecundidade e Sobrevivéncia. O efeito da temperatura ¢ umidade sobre a
fecundidade no primeiro ciclo gonotrofico de fémeas de 4. aegypti foi investigado em 678
individuos. Ambos, temperatura e umidade, influenciaram na quantidade de ovos postos ¢
no numero de fémeas que realizaram postura (Tabela 1). Uma tendéncia a redugdo na
fecundidade foi observada com a elevagdo da temperatura; no entanto, a intensidade desse
efeito foi influenciada pelas condigdes de umidade. As menores taxas de postura (média de
54,5 ovos) foram registradas no grupo de fémeas mantidas na temperatura mais alta (35°C)
e baixa umidade (60%). Ao contrario, as maiores taxas (média de 99 ovos) foram obtidas
na temperatura mais baixa (25°C) e umidade mais elevada (80%) (Tabela 1).

Redugdes significativas na postura foram verificadas a medida que a temperatura

aumentou (F= 25,8198, gl= 243, p<0,01), quando a umidade foi mantida a 80%. Nessa
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condi¢cdo de umidade, o numero médio de ovos postos por fémeas submetidas a 25°C foi
de 99 ovos, enquanto a 30°C foi de 76 ovos, representando uma reducdo de cerca de
23,5%. Essa diminui¢do foi mais evidente (aproximadamente 40%) quando a temperatura
basica (25°C) aumentou em 10°C (Tabela 1). O efeito da temperatura sobre a produgdo de
ovos foi menos evidente em fémeas mantidas na umidade mais baixa (60%). Nesta
condicdo de umidade, uma reducdo significativa foi registrada apenas no grupo avaliado a
35°C, quando comparado as demais temperaturas testadas (F= 170,418, gl= 265, p< 0,01).
Embora, em média, fémeas mantidas a 30°C ponham menos ovos que a 25°C (Tabela 1), as
diferengas entre os grupos ndo foram estatisticamente significantes.

As variagdes na temperatura ¢ umidade também afetaram o numero de fémeas
que realizaram postura, particularmente nas temperaturas mais elevadas ¢ umidade mais
baixa. Em média, apenas 11% (113/102) das fémeas mantidas a 25°C ndo ovipositaram
apos a alimentacdo. Um numero duas vezes maior de fémeas teve a fecundidade suprimida
quando mantidas a 30°C, em ambas umidades (60%= 149/111; 80%= 100/75). Ao
contrario, quando submetidas a 35°C o indice de individuos que ndo ovipositaram foi de
45% nos experimentos a 60% de umidade (100/55), sendo 1,6 vezes maior que fémeas
mantidas a 80% de umidade (110/79).

Nas temperaturas de 25° e 30°C, cerca de 44% das fémeas realizaram posturas
com mais de 100 ovos. Na temperatura mais elevada (35°C), esse nimero foi reduzido para
14,5% e 7,6% nas umidades de 60% e 80%, respectivamente (Tabela 1).

O padrao de postura das fémeas verificado em dias foi influenciado pelo periodo
de sobrevivéncia, o qual foi negativamente afetado pela temperatura (60%ur, F= 785,93,
gl= 333, p<0,01; 80%ur, F= 777,89, gl= 273, p<0,01), mas ndo sofreram influéncia

acentuada da umidade.
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O periodo de vida e o numero de fémeas sobreviventes variaram nas diferentes
condi¢des analisadas. Os individuos mantidos a 35°C apds a alimentacdo sobreviveram no
maximo por 5 dias, aumentando em média dois dias quando os mesmo foram criados a
30°C, prolongando-se por até 11, se mantidos a 25°C, com forte dependéncia da umidade
nesta ultima condi¢do (Tabela 2). O numero de fémeas que sobreviveram o tempo maximo
em cada grupo reduziu significativamente com a elevag@o da temperatura (R*= 18,60%, b=
-0,0649, gl= 87, p<0,01), a partir do quinto dia de vida.

O efeito da umidade sobre o tempo de vida foi menos evidente (F= 0,1515, gl=1,
p= 0,7000), onde foi observada uma tendéncia ao favorecimento da sobrevivéncia das
fémeas a 25° e 35°C quando submetidas a umidade mais alta, € o inverso nos grupos
mantidos a 30°C (Tabela 2).

O maior periodo de postura foi encontrado em fémeas mantidas a 25°C,
independente da umidade. Nesta faixa de temperatura, registrou-se a deposi¢do de ovos ao
longo de 5 dias, com uma média de 52,9+6,19 e 75,01+8,12 ovos/fémea/dia a 60% e 80%
de umidade, respectivamente. As fémeas mantidas a 30°C e 60% de umidade apresentaram
o padrdo de postura de até trés dias, havendo concentragdo da postura no primeiro dia
decrescendo até o terceiro, onde apenas duas fémeas ovipositaram. A 30°C e 80% de
umidade as duas primeiras posturas foram semelhantes ao padrdo encontrado em
individuos submetidos a 60%. Porém, o terceiro dia, onde apenas trés fémeas ovipositaram,
apresentou uma média de ovos de 117,67£10,04, cerca de duas vezes maior que a média
apresentada na umidade mais baixa. O menor periodo (2 dias) foi registrado na temperatura
de 35°C, onde 99% das fémeas depositaram seus ovos de uma Unica vez, trés dias apds o
repasto sanguineo. Apenas uma fémea, em cada uma das condi¢gdes experimentais desse

grupo, ovipositou por dois dias consecutivos, embora cerca de 21% e 12% dos individuos
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mantidos a 80% e 60% de umidade, respectivamente, ainda estivessem vivos nesse periodo
(Tabela 2).

Fertilidade. A taxa de eclosdo das larvas provenientes dos ovos postos pelas
fémeas mantidas nas diferentes condigdes de temperatura e umidade, usadas neste estudo,
estd representada na Figura 2. O percentual de larvas obtidas de ovos mantidos a 60% de
umidade reduziu gradativamente com o aumento da temperatura (Figura 2A). Nesta
condi¢do de umidade, ovos postos a 25°C (2.542 larvas/ 4.050 ovos) originaram cerca de
10% e 20% mais larvas que oviposigdes realizadas a 30°C (4.324 larvas/ 7.375 ovos) e
35°C (513 larvas/ 1.201 ovos), respectivamente.

A viabilidade dos ovos submetidos a condi¢do de umidade mais alta (80%) pouco
variou quando mantidos a 25° e 30°C apresentando percentuais médios de 58,88+4,87 e
70,67+5,56 (Figura 2B), porém a reducdo foi significativa quando a temperatura foi
mantida a 35°C (43,08+5,89) (F= 51,002, gl= 35, p<0,05).

Independente da umidade, ovos mantidos a 25°C por uma semana produziram
aproximadamente duas vezes mais machos que fémeas (60%: 1079/599; 80%: 453/257). O
efeito da temperatura e umidade nos demais grupos foi menos conclusivo. A 60% de
umidade, ovos mantidos a 30° e 35°C originaram as propor¢des fémea:macho de 1:1,7 e
1:1,1, respectivamente. Propor¢des inversas foram registradas nos ovos mantidos a 80% de

umidade nessas temperaturas (fémea:macho: 30°C-1:1,1; 35°C- 1:2).

DISCUSSAQ

A dindmica populacional dos mosquitos tem se mostrado fortemente influenciada

pelas variagdes de temperatura ¢ umidade no ambiente (Mogi ef al., 1996; Alto & Juliano,
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2001; Glasser & Gomes, 2002; Miciele & Campos, 2003). Redugdes populacionais
decorrentes de altas taxas de mortalidade de adultos e diminui¢do na postura t€ém sido
freqlientemente associadas a alteragdes de temperatura (Reeves et al., 1994; Mogi et al.,
1996; Oda et al., 1999; Alto & Juliano, 2001) e umidade (Canyon et al., 1999). Os
resultados deste trabalho corroboram os dados da literatura e indicam que os referidos
fatores abidticos influenciam outros aspectos importantes na determinacdo da densidade de
mosquitos em uma area, como o padrdo diario de postura, a taxa de eclosio e a propor¢ao
sexual.

Em geral, estudos que visam conhecer o efeito da temperatura sobre a populagdo
de mosquitos investigam variagdes entre 20° e 30°C (Joshi, 1996; Alto & Juliano, 2001;
Lowenberg Neto & Navarro-Silva, 2004). No entanto, em regides tropicais onde 4. aegypti
¢ vetor dos agentes etiologicos da dengue e febre amarela, as temperaturas médias s@o
elevadas, podendo atingir niveis acima de 35°C. Nesse estudo, reducdes gradativas na
quantidade de ovos postos foram registradas com a elevagdo da temperatura (25°, 30° e
35°C). A produgdo de ovos foi também dependente da umidade com as maiores taxas de
oviposi¢do ocorrendo na temperatura mais baixa (25°C) e umidade mais elevada (80%). O
inverso foi observado a 35°C e 60% quando o numero de ovos postos foi severamente
reduzido. A sobrevivéncia dos adultos e a eclosdo dos ovos foram outros aspectos que
sofreram redug¢des com a elevacdo da emperatura e baixa na umidade. Esses resultados
sugerem que a reducdo na densidade populacional de 4. aegypti nos periodos mais secos e
quentes do ano ¢ conseqiiéncia do efeito conjunto da alta temperatura e baixa umidade
sobre varios aspectos da vida do mosquito. Em 4. krombeini, a fecundidade e a
longevidade das fémeas foram drasticamente reduzidas entre 30° ¢ 33,5°C, comparadas aos

individuos mantidos a 26°C (Joshi, 1996).
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A maior taxa de postura registrada na umidade mais elevada concorda com os
resultados descritos por Canyon et al. (1999), que observaram oviposi¢des
significativamente maiores nas fémeas de A. aegypti mantidas a 84% de umidade,
comparadas a individuos submetidos a umidade mais baixa (34%). O custo reprodutivo
causado em condi¢des de stress ambiental pode ser devido a redistribuicdo de nutrientes
que normalmente seriam utilizados para producdo de ovos, para prover subsisténcia do
individuo. Essa modificagdo fisioldgica seria comparada a dissociacdo gonotréfica
induzida pelo ambiente (Omer & Cloudsley-Thompson, 1970), onde o sangue que seria
utilizado para o desenvolvimento de ovos passa a provisdo da sobrevivéncia do individuo
(Nayar & Sauerman, 1975), reduzindo a matura¢do de ovos durante o periodo em que o
ambiente se apresenta desfavoravel.

Em temperaturas mais amenas (25°C), o periodo de postura pode se prolongar por
até¢ 5 dias, resultando em uma elevagdo de aproximadamente 43% no nimero de ovos no
ambiente, se comparado a situagdes de temperatura elevada (35°C). Esses resultados
sugerem que em regides de clima quente, as populacdes de A. aegypti podem chegar a
duplicar nos periodos de temperaturas mais amenas. Considerando que essa espécie pode
distribuir os ovos de uma mesma postura entre varios sitios de oviposi¢ao (Reiter ef al.,
1995), esse também seria o periodo mais favordvel para a dispersio do mosquito.
Variagdes na umidade parecem ndo influenciar o inicio e a duragdo do periodo de postura,
pois apresentaram um padrao similar entre os experimentos.

Temperaturas mais altas reduziram a sobrevivéncia das fémeas, embora as
diferencas observadas tenham sido também dependentes da umidade. Quando mantidas a
25°C e 80% de umidade, o periodo de vida prolongowse por até 11 dias, e reduzindo a
metade quando submetidas a 35°C em ambas umidades. A desidratagdo dos adultos

causada pela elevacdo da temperatura e baixa na umidade, possivelmente é o fator mais
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importante na sobrevivéncia (Nayar, 1972; Reeves et al., 1994; Joshi, 1996; Mogi et al.,
1996) podendo influenciar no tamanho da populagdo destes insetos no ambiente (Alto &
Juliano, 2001). Em condi¢des de temperatura similares a esse estudo (26° e 30°), na
umidade de 80%, fémeas de 4. krombeini sobreviveram em média seis e quatro vezes mais
que as fémeas de A. aegypti analisadas nesse estudo. Entretanto, em situacdo mais adversa
de temperatura (35°C), esta espécie mostrowse mais resistente, sobrevivendo por cinco
dias a mais que individuos de A. krombeini (Joshi, 1996). Variagdes de temperatura e
umidade contribuem para a dessecag¢do do individuo, cuja resisténcia a esse fendmeno tem
sido diferenciada entre as espécies e linhagens da mesma espécie (Mogi et al., 1996).
Segundo esses autores 4. aegypti e A. albopictus de areas urbanas sdo mais resistentes a
dessecagdo que linhagens coespecificas de areas rurais, sugerindo que este atributo pode
ser importante para a sobrevivéncia desses mosquitos em areas urbanas onde existe pouca
vegetacdo e baixa umidade.

Altas temperaturas associadas a baixa umidade também resultaram em
diminui¢do da taxa de eclosdo em A. aegypti. Com o aumento da temperatura, um niimero
gradativamente menor de larvas foi obtido de ovos mantidos a 60%ur. O inverso ocorreu
na umidade de 80% onde houve aumento da eclosdo com a elevagdo da temperatura de
25°C para 30°C. Um aumento na taxa de eclosdo dos ovos associado a elevacdo na
temperatura tem sido referido em outros trabalhos (Alto & Juliano, 2001). Ramsey et al.
(1988), estudando a taxa de eclosdo em Anopheles albimanus, verificaram que os ovos
mantidos a 30°C produziam maior quantidade de larvas do que a 25°C. Esse anofelino
deposita seus ovos sobre a ldmina d’agua, em criadouros alagados e expostos a intensa luz
solar. Ao contrario, A. aegypti oviposita preferencialmente no substrato na borda dos

criadouros e em locais sombreados. Desse modo, os ovos de An. albimanus estariam mais
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adaptados as variagcdes de temperatura enquanto ovos de A. aegypti sofreriam maior
impacto da umidade.

Em resumo, os resultados observados sobre o efeito da temperatura e umidade
nos aspectos reprodutivos de 4. aegypti contribuem para o entendimento da dindmica
populacional desse mosquito, particularmente em regides quentes, onde a temperatura no
verdo, freqiientemente, eleva-se acima de 30°C. A maior concentragdo desse mosquito nas
estacdes chuvosas e quentes ¢ fortemente influenciada pelo efeito da temperatura e
umidade em varios aspectos da vida do mosquito. O prolongamento na sobrevivéncia e
padrdo de postura que ocorre nesse periodo favorece a dispersdo desse mosquito, que tem
por habito ovipositar em diferentes sitios de postura. A elevag¢do na densidade populacional
também favorece a ocorréncia de epidemias nas estagcdes chuvosas e quentes, diminuindo
em periodos mais secos de temperatura mais baixa, quando o nimero de fémeas no

ambiente € reduzido.
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Tabela 1. Fecundidade de fémeas de Aedes aegypti submetidas a variagdes de temperatura

e umidade.
60% ur 80% ur
Média de Variacao de Média de Variacao de
ovos=EP postura ovos=EP postura
Temperaturas (n) ) (n) ¥)
85.99+3.16 *° 4-160 99.08+3.56 % 4—-155
25°C
(102) (37.25%) (92) (55.43%)
82.89+3.33° 2143 75.75+5.03 ° 1144
30°C
(111) (37.84%) (75) (45.33%)
54.53+4.81 ¢ 1-126 59.62+£3.41°¢ 2-132
35°C
(55) (14.55%) (79) (7.59%)
78.25+2.2 79.29+2.53
TOTAL
(268) (246)

n= numero de fémeas que ovipositaram. y= percentual de fémeas com postura total

=100 ovos. Letras iguais significam estatisticamente semelhantes (p< 0,05).



Oviposi¢ao e sobrevivéncia de Aedes aegypti

33

Tabela 2. Padrdo de postura e taxa de sobrevivéncia (%) de fémeas de Aedes aegypti

mantidas a diferentes temperaturas ¢ umidades, em laboratdrio.

25°C 60% 25°C 80% 30°C 60% 30°C 80%
m=113) @m=105) (m=149)  (n=100)
MédiazEP MédiatEP MédiazEP Média+EP

35°C 60%
(0= 100)

35°C 80%
(n= 110)

MédiazEP Média=EP

Dias
™) ™) N) ™) ™) ™)
13 0 0 0 0 0 0
(100) (100) (100) (100) (100) (100)
4 479+£7.86 81.9+547 80.02+3.5 72.61+5.54 53.76+£6.01 58.61+3.45
(100) (100) (100) (100) (100) (100)
5 54.24+5.64 86.9+6.57 40.75+£6.9 59.56+13.3 42 80
(96.46) (97.14) (57.4) (39) (12) (20.9)
p 65.64+5.14  63.38%11 51.5443.5 117.67+10 - -
(89.38) (85.71) (33.3) (8) (0) 0)
; 64.76x10.5 49.43+21.9 0 0 - -
(64.6) (67.62) (5.55) (1 (0) 0)
g 32423 93.5+21.5 - - - -
(23.01) (34.29) 0) (0) (0) (0)
9 ) 0 ) ) ) )
0) (21.9) 0) 0) 0) 0)
- 0 - - - -
10
0) (8.57) 0) 0) 0) 0)
- 0 - - - -
11
0) (4.76) 0) 0) 0) 0)

n= numero inicial de fémeas. N= taxa de sobrevivéncia (%).
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RESUMO

Apos a oviposi¢do, os ovos de mosquitos sdo vulnerdveis a temperatura e
umidade. Quando em condigdes ambientais adversas, esses entram em quiescéncia,
podendo ficar vidveis por longos periodos. Neste trabalho o efeito de trés diferentes
temperaturas (25°, 30° e 35°C) combinados com 60% e 80% de umidade foi avaliado em
ovos de Aedes aegypti mantidos em laboratorio por até 120 dias. Estes foram analisados
quanto a integridade do corion, postos para eclodir e o numero de larvas produzidas foi
investigado durante 96 horas. Os resultados obtidos mostraram que a eclosdo das larvas
provenientes de ovos quiescentes sofreu maior influéncia do tempo de estocagem, seguido
da umidade e temperatura. O periodo maximo de viabilidade observado foi de 90 dias,
particularmente, em ovos mantidos na temperatura mais baixa e umidade mais elevada. O
numero de ovos integros ¢ a taxa de eclosdo diaria mostraram-se dependentes do tempo de
estocagem e umidade. Esses resultados sugerem que a populacdo de 4. aegypti em Recife
estd bem adaptada aos periodos quentes e secos do ano. Assim, em areas urbanas onde os
sitios de oviposi¢do preferenciais desse mosquito sdo recipientes artificiais facilmente
submetidos a elevada evaporagdo, ovos aderidos as paredes podem eclodir apds longo
tempo em dorméncia, reiniciando a infestacdo de areas tratadas. Este fendmeno pode servir
de alerta para as autoridades sobre a necessidade de cautela na divulgacdo de resultados
sobre o controle desse mosquito.

Palavras-chave: Aedes aegypti, Eclosdo de ovos, Quiescéncia, temperatura,

umidade.
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INTRODUCAQO

O género Aedes compreende cerca de 1.200 espécies dentre as quais Aedes
aegypti Linnaeus, 1762 destaca-se pela capacidade de transmitir importantes arboviroses
como dengue, febre amarela e encefalite japonesa (Kettle 2000). Esse mosquito pde seus
ovos sobre um substrato ou acima da ldmina d’agua em containeres naturais e artificiais.

Em condig¢des favoraveis de desenvolvimento, logo apds a postura, o ovo absorve
agua resultando no aumento do seu tamanho e peso, cuja eclosdo acontece geralmente, trés
dias apos a oviposicdo (Clements 1992). Condigdes adversas podem resultar em
quiescéncia, ou seja, detencdo do desenvolvimento do inseto em resposta as condigdes
ambientais desfavoraveis (Gullan e Cranston 1994), cuja duragdo € influenciada pela
umidade e temperatura (Hanson e Craig 1994). A resisténcia dos ovos a dessecacdo
permitiu a disseminacgdo passiva de A. aegypti de sua regido de origem na Africa, para
outras partes do mundo (Consoli e Lourengo-de-Oliveira 1994, Silva e Silva 1999) e tem
possibilitado o surgimento explosivo de grandes populacdes ou re-infestagdes de areas
tratadas (Cardoso Jr et al. 1997), em poucos dias, apds a inundacdo de criadouros
submetidos a diferentes periodos de estiagem. A situag¢do torna-se mais preocupante, sob o
ponto de vista da saude publica nos casos em que os ovos possam estar infectados com o
virus da dengue via transmissdo transovariana, ou seja, ovos postos por fémeas infectadas
(Woodring et al. 1998, Bicout et al. 2002).

O grau de tolerancia a dessecagdo dos ovos tem se mostrado varidvel entre
espécies relacionadas e entre populagdes de uma mesma espécie (Sota e Mogi 1992, Alto e

Juliano 2001; Juliano et al. 2002), sendo freqiientemente associada a variacdes climaticas,
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o que indica a necessidade de estudos pontuais para o conhecimento do impacto dessas
variaveis sobre as populagdes locais de Aedes spp.

No Brasil, a rapida expansido do A. aegypti a partir de 1995 tem levado a surtos
epidémicos que ocorrem no periodo do verdo, durante ou imediatamente apos periodos
chuvosos (Brasil 2004). A maioria dos casos registrados da doenga tem-se encontrado na
regido Nordeste, onde predomina o clima tropical, com apenas duas estagdes, chuvosa e
seca. No litoral, o clima é imido e as temperaturas maximas no verdo variam entre 31°C e
35°C, e as umidades de 75% a 85%. Com o objetivo de conhecer a importancia dos ovos
quiescentes na dindmica populacional de 4. aegypti nos periodos quentes e umidos,
investigowse neste trabalho a taxa de eclosdo de larvas provenientes de ovos armazenados

sob diferentes condi¢cdes de temperatura e umidade.

MATERIAL E METODOS

Estudo de Laboratério. Ovos de fémeas 4. aegypti mantidas em condigdes
laboratoriais (27°C £ 2°C, 70 = 5% de umidade relativa e fotoperiodo de 12:12 h) serviram
de material bioldgico inicial para este estudo. Grupos de ovos com até 24 horas de idade
foram aleatoriamente separados e dispostos em uma das seguintes condicdes
experimentais: 23-27°C (média de 25°C), considerado como controle; 28-32°C (média de
30°C) e 33-37°C (média de 35°C). Para cada faixa de temperatura, foram testados
conjuntos combinados com as seguintes umidades relativas: 60+£8% e 80+6%, perfazendo
um total de 6 grupos experimentais.

Quiescéncia dos ovos. O efeito da temperatura e umidade sobre a duragdo do

periodo de estocagem, o tempo de resposta de eclosdo e numero de ovos vidveis de A.
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aegypti foi analisado em amostras armazenadas por 30, 60, 90 e 120 dias, nas condigdes
experimentais acima mencionadas. Apds cada um dos periodos, os ovos foram analisados,
sob microscopio estereoscopico, sendo classificados de acordo com seu estado de
integridade: cdrion integro (CI), parcialmente desidratado (PD) e totalmente desidratado
(TD). Apds essa analise, os ovos foram colocados em bandejas com agua (2 litros). O
nimero de larvas eclodidas foi investigado a cada 24 horas por trés dias consecutivos, a
fim de verificar possiveis variagdes na taxa de eclosio.

Analises Estatisticas. A normalidade dos dados obtidos foi testada utilizando o
teste de Kolmogorov-Smirnov. O efeito do tempo de estocagem, temperaturas e umidades
diferentes sobre a taxa de eclosdo de ovos quiescentes foram analisados através da
ANOVA (two-way, Tukey) e Regressdao Linear Simples. Os valores representados por
porcentagens foram previamente transformados pela raiz quadrada do percentual dividido
por 100. As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software BioEstat 3.0 para

Windows.

RESULTADOS

O efeito de diferentes condi¢des de temperatura, umidade e tempo de estocagem
sobre a viabilidade dos ovos de A. aegypti foi analisado em uma amostra de 7.321 ovos.
Embora os trés fatores tenham influenciado negativamente na taxa de eclosdo, o tempo de
quiescéncia foi o que apresentou maior impacto, seguido da umidade e temperatura ( F=
213,83, gl= 3, p< 0,01). Resultados similares foram encontrados quando se analisou a

influéncia desses parametros sobre a dessecagdo do ovo (baseada no aspecto do cérion),
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cuja taxa de eclosdo indica que ovos com coérion integro e parte daqueles parcialmente
desidratados podem produzir larvas (Tabela 1 e Figura 1).

O aumento da temperatura influenciou negativamente na taxa de eclosdo das
larvas originadas de ovos mantidos a 80% de umidade, nos menores periodos de estocagem
(30 dias, R*= 88.54%, b= -6.098, p<0.05; 60 dias, R*= 73.41%, b=-6.841, p<0.05). A 60%
de umidade ovos mantidos a 30°C por 30 dias apresentaram um percentual médio de
eclosdo mais elevado que a 25°C, possivelmente devido a alguma distor¢do em uma das
réplicas experimentais.

O maior periodo de sobrevivéncia foi de 90 dias com o niimero de larvas sendo
significativamente maior (p< 0,05) no grupo de ovos mantidos na temperatura mais amena
(25°C) e umidade mais elevada (80%), comparado a taxa de eclosdo de 25°C e 60% (média
de 2,3%) e 30°C a 80% de umidade (média de 0,27%) (Figura 1). O maior impacto na
viabilidade dos ovos foi observado a 35°C em ambas umidades, quando a resisténcia a
dessecacdo durou por apenas 30 dias. A tolerdncia a dessecacdo nos demais grupos foi
influenciada pela umidade e temperatura (Figura 1). A 120 dias de idade, ndo foi registrada
nenhuma taxa de eclosdo nos seis grupos experimentais deste estudo.

A taxa diaria de eclosdo obtida de ovos quiescentes, avaliada por trés dias
consecutivos, nao apresentou um padrdo similar nos diversos grupos registrando picos de
eclosio em diferentes dias. No entanto, ovos mantidos na umidade mais baixa,
necessitaram de um tempo mais prolongado para a eclos@o das larvas. Ovos estocados
durante 30 dias a 25°C e 60%ur produziram larvas por até quatro dias apds a submersao.
Nessa mesma umidade, a 30° e 35°C a eclosdo das larvas foi observada por trés e dois dias,
respectivamente (Tabela 2). Ovos armazenados a 80% de umidade nas mesmas
temperaturas do grupo anterior reduziram em um dia o periodo de eclosdo dos ovos

(Tabela 2). A partir de 60 dias de estocagem as variagdes foram mais acentuadas, embora a
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25°C e 60%ur os ovos continuassem a requerer um maior tempo de hidratagdo para a
eclosdo das larvas (96 horas) (Tabela 2).

Os resultados obtidos a partir da avaliagdo dos ovos quanto ao nivel de
dessecagdo do cdrion estdo sumarisados na Tabela 1. O niimero de ovos que apresentaram
corion integro diminuiu de acordo com a elevagdo do periodo de quiescéncia e temperatura
e diminui¢do da umidade. A 30 e 60 dias de estocagem foram registradas as maiores taxas
de ovos com total integridade do cdrion. Nestas condi¢des, ovos mantidos a 25°C e 80% de
umidade registraram cerca de 5,8 vezes mais ovos integros comparados aqueles
submetidos a mesma temperatura ¢ umidade mais baixa (Tabela 1). Em grupos de ovos
acondicionados a 35°C observouse uma tendéncia ao favorecimento da integridade do
corion com a elevacdo da umidade, os quais mostraramse mais resistentes a dessecagdo

com cerca de 20% menos ovos totalmente desidratados que aqueles submetidos a 60% de

umidade (Tabela 1).

DISCUSSAQ

Ovos de varias espécies de mosquitos de género Aedes, quando submetidos a
condi¢des ambientais adversas podem deter o desenvolvimento, entrando no estado de
quiescéncia (Sota e Mogi, 1992, Juliano ef al., 2002, Roberts, 2004), cuja duragdo ¢
particularmente influenciada por variagdes na umidade e temperatura (Hanson e Craig,
1994). Os dados deste trabalho indicam que a viabilidade de ovos de 4. aegypti foi
reduzida em fungdo do tempo de estocagem, sendo mais susceptiveis a dessecacdo em
baixas umidades e altas temperaturas. Na linhagem Asiatica dessa mesma espécie, uma

diminuicdo na viabilidade de ovos mantidos a 25°C, foi observada com a reducdo da
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umidade, sendo registrada uma sobrevivéncia média de 128,3, 101,9 e 62,1 dias para ovos
mantidos a 88%, 68% e 42% UR, respectivamente (Sota e Mogi, 1992). Ao contrario,
Juliano et al (2002), utilizando espécimes de 4. aegypti da Florida, a temperaturas entre
22° a 26°C e umidades de 25% a 95%, ndo verificaram variagdo no numero de larvas
obtidas a partir de ovos mantidos nessas condi¢des por um periodo de até 60 dias. Essas
variagdes podem refletir diferencas populacionais do mosquito indicando adequagdes
adaptativas a variagdes ambientais.

Assumindo a taxa de sobrevivéncia de 100% para os ovos embrionados antes da
dessecagdo (Sota e Mogi, 1992), as diferengas nas taxas de eclosdo nas diversas condigdes
analisadas neste estudo permitem sugerir que apos 30 dias no ambiente, cerca de 30-40%
dos ovos serdo invidveis se a temperatura variar entre 25°C e 30°C e a umidade relativa
estiver entre 60-80%. A viabilidade dos ovos reduzird drasticamente nos periodos em que a
temperatura chegue a 35°C, que corresponde a maxima registrada na estagdo seca da regido
nordeste.

A viabilidade dos ovos de 4. aegypti a partir de 90 dias ¢ influenciada pela
temperatura e umidade, havendo uma elevagao significativa da mortalidade com o aumento
desses parametros abidticos (Juliano et al., 2002). Resultados similares foram registrados
no presente trabalho, os quais em ovos com 90 dias de idade, foram observadas eclosdes
apenas nos grupos mantidos a 25°C e 60%, 25°C e 30°C a 80% de umidade. Ovos com 120
dias de estocagem ndo apresentaram eclosdo de larvas nos seis grupos experimentais
utilizados no presente estudo. No entanto, a literatura tem registrado grande variacdo no
periodo de resisténcia a dessecacdo de ovos quiescentes de A. aegypti. Silva & Silva
(1999), obtiveram 97% de eclosdo com 121 dias de estocagem, sendo estes ovos mantidos
a temperatura média de 28°C e 80 % de umidade relativa. Uma das razdes para essas

diferengas pode ser a variagdo no volume do ovo, que tem sido associado ao melhor
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desempenho de 4. aegypti a resisténcia a desidratagdo (Sota e Mogi, 1992). Contudo a
maioria dos autores ndo analisam esse parametro em seus estudos, o que pode contribuir
para as diferengas entre os trabalhos.

Arroxelas (2003) utilizando armadilhas de oviposicdo verificou que dos ovos de
Aedes spp analisados cerca de 15% dos ovos encontravamse integros, duas vezes mais que
os resultados obtidos no presente estudo. Esta diferenca pode ser decorrente das condigdes
de armazenamento dos ovos utilizadas nos trabalhos. Arroxelas (2003) manteve as
amostras sob condigdes de temperatura ¢ umidade ambientais (29£5° C e 70+29% UR),
enquanto os grupos de ovos utilizados em nosso trabalho foram mantidos sob condi¢des
continuas por longos periodos.

O aumento na produgdo de larvas por ovos quiescentes submergido por até trés
dias foi relacionado ao tempo de armazenamento. Quanto mais longo o periodo de
dessecagdo mais tempo de hidratacdo foi requerido. Estes dados corroboram com aqueles
obtidos por Arroxelas (2003), o qual verificou que a eclosdo de larvas de Aedes
provenientes de ovos coletados com ovitrampas ndo foi uniforme em resposta a diferentes
periodos de submersdo. A maioria das larvas obtida por esse autor ocorreu durante trés dias
imersos em agua, havendo eclosdo de apenas 3% dos ovos quando submergidos por uma
segunda vez. Segundo Logan et al. (1991), ovos de Aedes spp necessitam ciclos
sucessivos de hidrata¢do e secagem para uma melhor eclosao.

As diferencas na tolerancia a dessecagdo entre espécies de Aedes sp. podem estar
relacionadas a selecdo do habitat. 4. aegypti tem preferéncia por recipientes artificiais
encontrados em areas urbanas. Nesses recipientes, esses ovos podem passar longos
periodos sem agua, particularmente em regides tropicais, tornando-se vulneraveis a baixas
umidades. A eclosdo de cerca de 10% dos ovos em condi¢cdes bastante adversas de

temperatura ¢ umidade encontrada nesse estudo, sugere que a populacdo desse mosquito
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em Recife estd bem adaptada aos periodos quentes e secos do ano. Assim, ovos aderidos as
paredes podem eclodir apos longo tempo em dorméncia pela inundagdo dos criadouros,
reiniciando a infestagdo de areas tratadas. Estudos sobre quiescéncia sdo importantes sob
varios aspectos incluindo o controle de 4. aegypti, sendo particularmente importante se,
devido a transmissdo transovariana estes ovos ja estiverem infectados pelo virus da
dengue. Além disso, como sugerido por Silva e Silva, (1999) este fendmeno serve de alerta
para as autoridades sobre a necessidade de cautela na divulgag¢do de resultados sobre o

controle desse mosquito.
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Tabela 1. Aspectos do cérion dos ovos de Aedes aegypti armazenados por diferentes

periodos sob temperaturas e umidades variadas.

60%ur 80%ur
Dias 25°C (%) 30°C (%) 35°C (%) 25°C (%) 30°C (%) 35°C (%)
C1 10,43 19,34 0,92 58,24 25,05 13,72
30 PD 85,28 70,80 7,41 41,76 55,08 23,53
D 4,29 9,85 91,67 0 19,87 62,75
CI 4,48 13,29 0 25,97 13,91 2,63
60 PD 27,35 18,69 0,78 30,52 14,90 7,89
TD 68,16 68,02 99,22 43,51 71,19 89,48
CI 0 0 0 11,43 1,63 0
90 PD 2,17 3,12 0,32 15,24 2,53 0
TD 97,83 96,88 99,68 73,33 95,84 100
CI 0 0 0 0 0 0,28
120 PD 0 0 1,71 1,74 3,70 2,95
TD 100 100 98,29 98,26 96,3 96,77

CI= corion integro; PD= cérion parcialmente desidratado; TD= cérion totalmente

desidratado
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Figura 1. Percentual médio de eclosdo de ovos
quiescentes de Aedes aegypti, mantidos a diferentes

temperaturas e umidades, em laboratorio.
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Tabela 3. Taxas didrias de eclosdo (Percentual médio+EP) de ovos de Aedes aegypti

mantidos em diferentes temperaturas, umidades e tempos de estocagem.

60%ur 80%ur

Horas 25°C 30°C 35°C 25°C 30°C 35°C

24 25.4+14.3 40.4+£3.5 46.8424.6 9.8+1.3 72.2+7.6 100.0

30 48 0.7+0.7 58.5+£2.4  53.2+24.6 71.0£15.4  27.8£7.6 0
dias 72 42.449.1 1.1£1.1 0 19.2+14.1 0 0
96 31.4+24.1 0 0 0 0 0

24 0.8+0.8 1.0£1.0 0 0 13.4+£7.8 0

60 48 56.8+6.8  52.2+7.8 0 38.0£7.7  86.6+£7.8 0
dias 72 36.4+13.6  46.8+6.8 0 62.0+7.7 1.4+1.4 0
96 6.1+6.1 0 0 0 1.4+1.4 0

24 0 0 0 7.1£7.1 50.0+£50.0 0

920 48 16.7+£16.7 0 0 9.5£9.5 0 0
dias 72 66.7+33.3 0 0 47.6£19.0 0 0

96 16.7+£16.7 0 0 35.7£35.7 0 0
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7. CONCLUSOES

1. A fecundidade e sobrevivéncia das fémeas de Aedes aegypti, linhagem Recife, ¢

drasticamente reduzida com o aumento da temperatura na umidade mais baixa.

2. Altas temperaturas diminuem significativamente o nimero de ovos postos, o padrdo de
postura e o numero de fémeas que ovipositam, o que indica uma contribui¢do para o

declinio da populagdo de A. aegypti em periodos quentes.

3. Em periodos quentes e secos a fertilidade contribui de maneira reduzida para a

abundancia populacional devido a baixa taxa de eclosdo em temperaturas elevadas.

4. A propor¢io de machos ¢ favorecida por temperaturas amenas.

5. O tempo de estocagem, umidade e temperatura influenciam na viabilidade de ovos

quiescentes de 4. aegypti.

6.A integridade do corion de ovos estocados e taxa de eclosdo diaria sdao afetadas pelo

tempo de quiescéncia e umidade.

7. Além dos ovos quiescentes que apresentam corion integro, aqueles parcialmente
desidratados podem produzir larvas auxiliando no aumento da densidade populacional dos

mosquitos.
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ISSN 00474-0276
versdo impressa

Objetivos e politica editorial

As Memoérias do Instituto Oswaldo Cruz sdo uma revista
multidisciplinar que publica pesquisas originais relativas aos
campos da medicina tropical (incluindo patologia, epidemiologia de
campo e estudos clinicos), parasitologia médica e veterinaria
(protozoologia, helmintologia, entagmologia e malacologia) e
microbiologia médica (virologia, bacteriologia e micologia). A
revista aceita, especialmente, pesquisas bdsicas e aplicadas em
bioquimica, imunologia, biologia molecular e celular, fisiologia,
farmacologia e genética relacionada a essas dreas. Comunicacdes
breves sdo também consideradas. Artigos de revisdo s6 quando
solicitados. Ocasionalmente, trabalhos apresentados em simpdésios
ou congressos sao aparecem como suplementos.

Os artigos apresentados devem ser escritos preferencialmente em
inglés. Quando neste idioma, devem ser checados por alguém que
tenha o inglés como primeira lingua e que, preferencialmente, seja
um cientista da area.

A submissdo de um manuscrito as Memérias requer que este nédo
tenha sido publicado anteriormente (exceto na forma de resumo)
e que ndo esteja sendo considerado para publicacdo por outra
revista. A veracidade das informacgGes e das citacdes bibliogréaficas
é de responsabilidade exclusiva dos autores.

Os manuscritos serdo analisados por pelo menos dois pareceristas
a aprovagdo dos trabalhos sera baseada no contetdo cientifico e
na apresentagdo.

Todo o material deve ser enviado para a Produgdo Editorial,
Memérias do Instituto Oswaldo Cruz, Av. Brasil 4365, Pavilhdo
Mourisco, sala 308, 21045-900 Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

Os manuscritos que nao estiverem de acordo com estas
instrugdes serao imediatamente devolvidos.

Ao encaminhar um manuscrito para a revista, os autores devem
estar cientes de que, se aprovado para publicagdo, o copyright do
artigo, incluindo os direitos de reproducdo em todas as midias e
formatos, devera ser concedido exclusivamente para as
Memodrias. A revista ndo recusara as solicitacdes legitimas dos
autores para reproduzir seus trabalhos.

Favor providenciar e checar cada item abaixo antes de submeter
seu manuscrito para as Memérias do Instituto Oswaldo Cruz
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« Carta de submissdo do trabalho, assinada por todos os autores,
especificando o autor de contato, bem como endereco, telefone,
fax e e-mail.

« Quatro cépias completas do artigo, incluindo as ilustragbes e um
disquete contendo o texto, tabelas, graficos e fotografias
digitalizadas.

* O manuscrito (incluindo tabelas e referéncias) deve ser
preparado em um software para edigdo de textos, em espago
duplo, fonte 12, impresso em papel padrdo e paginado. As
margens devem ser de pelo menos 3 cm.

+ A seqiiéncia do artigo deve ser: titulo resumido (com até 40
caracteres - letras e espagos), titulo (com até 250 caracteres),
autores (sem titulos ou graduagéo), afiliagdo institucional
(endereco completo somente do autor correspondente), resumo,
palavras-chave, notas de rodapé indicando a fonte de
financiamento ou mudancas de endereco, introducdo, material e
métodos, resultados, discussdo, agradecimentos (0os minimos
necessarios), referéncias, tabelas (fora do texto e com titulo), e
figuras (com legendas em folha separada).

* So6 as referéncias citadas no texto devem aparecer nas lista e
devem seguir o estilo do Index Medicus. Se a referéncia for de
artigo ainda n3o publicado, mas ja aceito, devera ser apresentada
carta da revista que publicara o manuscrito ou de outros autores
autorizando a referida citagdo.

Para maiores informagdes sobre o formato e o estilo da revista,
favor consultar um numero recente da Revista ou entrar em
contato com a Editoria Cientifica pelo telefone (+55-21-
2598.4335), fax (+55-21-2561.1442 / 2280-5048), ou e-mail
(memorias@fiocruz.br / memorias@ioc.fiocruz.br)

Formato e estilo

O manuscrito deve ser organizado de acordo com a seguinte
ordem: titulo corrente, titulo, nomes dos autores, afiliagbes
institucionais, resumo, palavras-chave, introducdo, materiais e
métodos, resultados, discussdo, agradecimentos e referéncias.
Patrocinios devem ser mencionados em nota de rodapé na
primeira pagina.

Resumo: Com até 200 palavras (100 palavras no caso de
comunicagdes breves), o resumo deve apresentar os objetivos do
estudo ou pesquisa, seus procedimentos basicos (selegdo dos
temas de estudo ou animais de laboratério; métodos analiticos ou
de observacdo), as principais descobertas ou resultados
(oferecendo dados especificos e seu significado estatistico, se
possivel), e as principais conclusdes. Deve enfatizar novos e
importantes aspectos do estudo ou observagdes.

Palavras-chave: Devem ser fornecidos de 3 a 6 termos, de
acordo com a lista Medical Subject Headings (Mesh) do Index
Medicus.

Introducgdo: Deve determinar o proposito do estudo, oferecer um
breve resumo (e ndo uma revisao de literatura) dos trabalhos
anteriores relevantes, e especificar quais novos avangos foram
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7alcangados através da pesquisa. A introdugdo ndo deve incluir
dados ou conclusdes do trabatho em referéncia.

Materiais e métodos: Deve oferecer, de forma breve e clara,
informagdes suficientes para permitir que o estudo seja repetido
por outros pesquisadores. Técnicas padronizadas bastam ser
referenciadas.

Etica: Ao descrever experimentos relacionados a temas humanos,
indicar se os procedimentos seguidos estiveram de acordo com 0s
padrdes éticos do comité responsdvel por experimentos humanos
(institucional ou regional) e de acordo com a Declaragdo de
Helsinki de 1975, revisada em 1983. Ndo citar os nomes ou iniciais
dos pacientes ou registros de hospitais, especialmente nos
materiais ilustrativos. Ao relatar experimentos em animais, indicar
se diretrizes de conselhos de pesquisa institucionais ou nacionais,
ou qualquer lei nacional relativa aos cuidados e ao uso de animais
de laboratério foram seguidas.

'Resultados: Devem oferecer uma descricdo concisa das novas
informagdes descobertas, com o minimo julgamento pessoal. Nao
repetir no texto todos os dados contidos em tabelas e ilustragdes.

Discuss#o: Deve limitar-se ao significado de novas informagodes e
relacionar as novas descobertas ao conhecimento existente.
Somente as citacdes indispensaveis devem ser incluidas.

"Agradecimentos: Devem ser breves e concisos e se restringir ao
absolutamente necessario.

Referéncias: Devem ser precisas. Somente as citagdes que
aparecem no texto devem ser referenciadas. Trabalhos ndo
publicados, a ndo ser os ja aceitos para publicagdo, ndo devem ser
citados. Trabalhos aceitos para publicacdo devem ser citados como
"in press"; nesse caso, uma carta de aceitagdo da revista devera
ser fornecida. Dados ndo publicados devem ser citados somente
no texto como "unpublished observations"; nesse caso, uma carta
com a permissdo do autor deve ser fornecida. As referéncias ao
final do manuscrito devem ser organizadas em ordem alfabética de
acordo com o sobrenome do primeiro autor.

Os titulos de revistas devem ser abreviados de acordo com o estilo
usado no Index Medicus. Consultar a List of Journals Indexed no
Index Medicus publicada no nimero de janeiro do Index Medicus
ou no website http://www.nim.nih.gov/serials/lii.html.

- No texto, usar o sobrenome dos autores e a data
‘Lutz (1910) ou (Lutz 1910)

'Com dois autores, a forma é
(Lutz & Neiva 1912) ou Lutz and Neiva (1912)

"Quando ha mais que dois autores, somente o primeiro é
mencionado:
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Lutz et al. (1910) ou (Lutz et al. 1910)
No final do trabalho, usar os seguintes estilos
Artigo de revista

Chagas C, Villela E 1922. Forma cardiaca da
tripanosomiase americana. Mem Inst Oswaldo Cruz
14: 15-61.

‘Livro ou Tese

Morel CM 1983. Genes and Antigens of Parasites. A
Laboratory Manual, 2nd ed., Fundagdo Oswaldo Cruz,
Rio de Janeiro, xxii + 580 pp.

“Capitulo de livro

Cruz OG 1911. The prophylaxis of malaria in central
and southern Brasil. In R Ross, The Prevention of
Malaria, John Murray, London. p. 390-398.

Ilustragdes: As ilustragbes devem ser limitadas ao minimo
necessario para exemplificar estruturas ou condigdes particulares,
para sintetizar dados ou para registrar resultados quantitativos.
Detalhes de resultados apresentados nessa forma nao devem ser
repetidos no texto. Figuras e tabelas devem ser compreensiveis
sem a necessidade de referéncia ao texto.

- Figuras devem ser apresentadas em uma folha de mesmo
tamanho que as do manuscrito. As fotografias devem ser bem
nitidas, com alto contraste, ampliadas em preto e branco em papel
brilhante. As fotografias e os desenhos devem ser marcados no
verso com o nome do autor, o numero da figura e uma seta
indicando a parte de cima da ilustragdo. Se apresentadas laminas,
as figuras devem ser numeradas consecutivamente em algarismos
arabicos. As escalas devem ser indicadas por uma linha ou barra
na figura, e referenciadas, se necessario, na legenda (por
exemplo, bar = 1 mm etc.). Laminas e graficos devem ajustar-se
tanto em uma coluna (7 cm) ou na largura completa (14.5 cm) da
pagina, e devem ser menores que a pagina para permitir a
inclusdo da legenda. As legendas devem ser encaminhadas em
uma folha separada. As letras e niimeros nas figuras devem ter
tamanho legivel apds a redugdo ou a impressao. Ilustragdes
coloridas somente podem ser aceitas se 0s autores assumirem o0s
custos. Por outro fado, uma fotografia colorida ilustra a capa de
cada fasciculo de Memérias, e 0s autores sdo convidados a
submeter para consideragdo da revista ilustragdes com legendas
de seus manuscritos que poderdo vir a ilustrar a capa sem custos
para os autores.

- Tabelas devem complementar, e ndo duplicar, o texto. Elas
devem ser numeradas em algarismos romanos. Um titulo breve e
descritivo deve constar no alto de cada tabela, com quaisquer
explicagbes ou notas de rodapé (identificadas com letras a, b, ¢
etc.) colocadas abaixo.

Comunicacdes breves devem ser breves e diretas. Seu objetivo
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" é comunicar com rapidez resultados ou técnicas particulares. As
comunicagdes ndo devem ocupar mais do que quatro paginas
impressas, incluindo figuras e/ou tabelas. Nao devem conter
referéncias em excesso. As referéncias devem ser citadas no final
do texto, usando o mesmo formato para artigos originais. Um
resumo breve e trés palavras-chave devem ser apresentados.

Formato alternativo: Os manuscritos podem ser submetidos
seguindo os "Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to
Biomedical Journals" produzidos pelo International Committee of
Medial Journal Editors, também conhecidos como Vancouver Style.
Nesse caso, os autores devem seguir as diretrizes da quinta edigao
(Annals of Internal Medicine 1997; 126: 36-47, ou no website
http://www.acponline.org/journals/resource/unifreqr/htm), sendo
responsaveis por modificar o manuscrito onde diferir das
instrucGes aqui apresentadas, se 0 manuscrito for aceito para
publicagdo. Os autores também dever&do seguir os Uniform
Requirements para quaisquer outras diretrizes omitidas nestas
instrucoes.

"Uma vez que um trabalho seja aceito para publicacio, os
autores devem enviar:

- um disquete contendo o texto completo da versdo final aprovada
do manuscrito (incluindo tabelas e graficos), processado em um
editor de texto como Word ou Word Perfect para Windows
(formato Macintosh devera ser convertido);

- uma declaragdo assinada por todos os autores afirmando que

(i) todos os dados contidos no trabalho s&o precisos;
(ii) todos os autores participaram do trabalho de
forma substancial e estdo preparados para assumir
responsabilidade publica pelo seu conteldo;

(iii) o manuscrito ora apresentado a essa revista ndo
esta sendo publicado no todo ou em parte por outra
revista, assim como ndo esta sendo encaminhado para
outra publicagdo. Autores de diferentes paises ou
instituicbes podem assinar em diferentes folhas que
contenham a mesma declaragao;

- uma declaragdo de copyright fornecida pela produgao editorial da
revista, assinada pelo autor responsavel pela correspondéncia.

‘Taxas: A revista ndo cobra taxas para publicagao

Provas: Serdo enviadas provas tipograficas aos autores para a
corregdo de erros de impressdo. As provas devem retornar para a
Producdo Editorial na data estipulada. Outras mudancas no
manuscrito original ndo serdo aceitas nesta fase.

Separatas: Os autores receberdo 30 separatas gratuitamente
Junto, um formulario de pedidos e uma lista de precos serdo
enviados aos autores, permitindo que novas separatas sejam
solicitadas.
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Checklist para os manuscritos

7Os autores devem verificar cada um dos itens abaixo antes de
enviar seus manuscritos a Memérias do Instituto Oswaldo
Cruz.

e Incluir uma carta de apresentacdo assinada por todos os
autores, junto com o manuscrito, especificando o nome do
autor que serd responsavel pela correspondéncia, assim
como enderego, numeros de telefone e fax, e e-mail.

e Enviar quatro copias do manuscrito (original mais trés
copias), cada uma acompanhada de um jogo completo de
ilustragdes.

e Todo o manuscrito (incluindo tabelas e referéncias) deve ser
digitado em espago duplo, usando fonte tamanho 12, e
impresso em folhas de papel de tamanho padrdo. Margens
esquerdas e direitas devem ser de pelo menos 3 cm.

e As paginas devem ser numeradas a partir da pagina de
rosto.

e A pdgina de rosto deve incluir um cabegalho com no maximo
40 letras e espacos, um titulo de no maximo trés linhas
impressas (250 letras e espagos), nomes dos autores (ndo
citar titulos ou graus), afiliagdes institucionais, enderego
completo do autor responsavel pela correspondéncia, e
notas de rodapé indicando as fontes de recursos financeiros
e mudangas de endereco.

e A ordem de apresentagdo do material em todos os
manuscritos deve ser a seguinte: cabegalho, titulo, autores,
afiliagOes institucionais, resumo, palavras-chave, notas de
rodapé, introdugdo, materiais e métodos, resultados,
discussdo, agradecimentos, referéncias, tabelas, legendas
para as figuras, e figuras.

e As referéncias devem ser citadas no texto entre parénteses,
por exemplo, (Chagas 1909). As referéncias nao citadas no
texto ndo podem aparecer na segdo de referéncias. As
referéncias bibliograficas devem seguir o formato
estabelecido pelo "Index Medicus and Biological
Abstract”" (veja exemplos em Formato e estilo).

e Se um trabalho nao publicado de autoria de um dos autores
do manuscrito for citado (ou seja, um artigo "in press"), sera
necessario incluir a carta de aceitacdo da revista que
publicara o referido artigo.

e Se dados nao publicados pertencentes a outros
pesquisadores forem citados pelo manuscrito, sera
necessario incluir uma carta de autorizacdo dos respectivos
autores dos referidos dados.

e Incluir quatro impressdes de cada figura em papel
fotografico ou produzidas por laser. Identificar todas as
figuras com o nome do primeiro autor e o numero da figura
(por meio de uma etiqueta auto-adesiva datilografada e
colada no verso da figura). Incluir uma legenda para cada
figura. As legendas devem ser apresentadas em folha
separada no final do manuscrito.

e As tabelas também devem ser apresentadas em folhas
separadas no final do manuscrito. Um titulo breve e
descritivo deve encabegar cada tabela.

“Para outras informagdes, consultar as Instrucdes aos Autores
publicadas no primeiro nimero de cada volume da revista.
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