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INTRODUCAO

A maldria humana é uma doenga parasitiria que pode ter evolugio rdpida e ser grave. A transmissio natural
da doenca se d4 pela picada de mosquitos do género Anopheles Meigeen, 1818 infectados com Plasmodium.
As principais manifestagdes clinicas da maldria, em sua fase inicial, sio: febre associada ou nio a calafrios,
tremores, suores intensos, dor de cabega e dores no corpo (MS/SVS 2014).

A maldria permanece como uma das mais importantes causas de morbidade e mortalidade nas regioes
tropicais do mundo (WHO 2014). No Brasil, a maioria dos casos de maldria se concentra na regido
Amazénica, drea endémica para a doenca (MS/SVS 2015).

O Anopheles darlingi é considerado o vetor da maldria mais eficaz na regido Neotropical e ¢ responsdvel pela
maior transmissio da maldria onde se encontra, incluindo 4reas de alto desmatamento (Villareal-Trevino et al.
2015). Fora da Amazdnia brasileira, A. darlingi tem sido associada com a transmissio da maldria na Bolivia,
Colémbia, Guiana Francesa, Guiana, Peru, Suriname ¢ Venezuela (Rios-Veldsquez et al. 2013).

A dificuldade na criagio de A. darlingi em laboratério nos priva das informacées bdsicas importantes sobre a
biologia do inseto, sendo extremamente UGteis para a realizacdo de experimentos controlados, em diferentes
dreas, como avaliacdo de suscetibilidade a patégenos e de resisténcia aos inseticidas (Consoli e Lourengo-de-
Oliveira 1994; Forattini 2002), onde muitas pesquisas foram ¢ ainda sio realizadas com o intuito de tentar
encontrar e validar um padro para a manutencio da colénia de A. darlingi.

O Painel Intergovernamental sobre Mudancas Climdticas (IPCC) foi criado pelo Programa das Nagcoes
Unidas para o Ambiente (UNEP) ¢ a Organizacio Meteoroldgica Mundial (OMM) em 1988, para fornecer
ao mundo uma visio cientifica clara sobre o estado atual do conhecimento em mudangas climdticas, e seus
potenciais impactos ambientais e socioeconémicos. Segundo a Avaliagio do IPCC de 2013, nas melhores
estimativas para uma simula¢io onde temos o menor aumento gradual da temperatura na Terra para os
préximos 100 anos (2000-2099) serd de 1,8 °C, onde o aquecimento global tende a reduzir a remogio do
diéxido de carbono e em outras simulagoes, dependendo da realimentagio entre o ciclo do carbono e o clima,
o aumento da temperatura poderd ser em média de 4 °C (IPCC 2013).

Neste trabalho pretendeu-se analisar as etapas do ciclo de desenvolvimento da espécie em um simulador de

mudangas climdticas (microcosmo), do Centro de Estudos de Adaptagoes da Biota Aqudtica da Amazdnia
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(Projeto ADAPTA, INCT, CNPq/MCT) instalado no Laboratério de Ecofisiologia ¢ Evolugio Molecular
(LEEM), do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA).

MATERIAL E METODOS

Antes das atividades realizadas no Laboratério de Ecofisiologia e Evolugao Molecular (LEEM), onde estao
situadas as salas do microcosmo, foram realizados treinamentos para manter a colénia de Anopheles darlingi
no Laboratério de Maldria e Dengue (LMD) no periodo de cinco meses.

Realizou-se no LMD a Técnica de estimulagio natural da cépula para mosquitos oriundos da coleta de
campo. Foram usados mosquitos machos e fémeas com trés dias de idade e colocados no gaioldo pela manha,
ao entardecer (17:30 h) a gaiola foi colocada numa sala escura com temperatura de 25°C para aclimatacio
antes da estimulacio do foco de luz sobre a gaiola, sendo 20 minutos de luz ¢ 10 minutos no escuro, durante
4 dias alimentando-os com solu¢io de dgua agucarada, do 5°- 8°dia, foi fornecida alimentagio sanguinea para
as fémeas. No 9° dia, as fémeas foram retiradas e montadas individualmente em copos de 100 ml com uma
tela de malha fina presa com eldstico e no fundo papel filtro imido para oviposicdo. Nesta fase de postura dos
ovos estes copos foram transferidos para o LEEM. Apés este periodo foram observadas todas as etapas de
desenvolvimento do ciclo biolégico do mosquito, da oviposi¢io passando pelos instares larvais, pupa até a
emergéncia do adulto.

Os procedimentos realizados no Laboratério de Maldria ¢ Dengue foram adaptados para as trés salas do
microcosmo (LEEM/INPA), onde os insetos adultos foram mantidos em copos parafinados. Dentro de trés
dias ocorreram as primeiras desovas nos copos montados. As larvas eclodiram dos ovos também trés dias ap6s
a oviposi¢io e foram postas em bacias com dgua e alimentadas com ragio de peixe (Tetramim) triturada,
passando pelos instares L1, L2, L3 e L4, que sao as fases que compoe o estdgio larval, que vai desde a L1
(instar inicial onde a larva é menor) até o instar L4 (instar final onde a larva jd estd totalmente desenvolvida e
nutrida pronta para virar pupa). Apés a fase L4 as larvas passaram para o estdgio de pupa, neste estdgio elas
nio se alimentam mais, pois jd adquiriram nutrientes necessdrios nos instares larvais, e foram colocadas em
gaiolas pequenas para a emergéncia do adulto, os mosquitos machos e fémeas foram transferidos para copos
parafinados, alimentados com 4gua agucarada diariamente e mantidos exemplares em cada sala para o
acompanhamento da sua sobrevivéncia.

O simulador de futuros cendrios de mudangas climdticas sio quatro salas climatizadas de 25m3, onde sio
controladas: a concentragio de CO,, a temperatura e a umidade relativa de cada sala de forma independente.
Assim, as salas sio condicionadas de modo a se ter os pardimetros conforme as previsoes do IPCC entre os dias
atuais até o ano de 2100. Para o experimento foram utilizadas as salas 1, 2 ¢ 3, onde o cendrio controle (Sala 1
— cendrio atual) que acompanha em tempo real as condi¢oes de CO,, temperatura e umidade da cidade de
Manaus, que possui um clima tipicamente tropical. O cendrio intermedidrio (Sala 3 — previsao para daqui a
50 anos), onde a temperatura estd 3°C acima da sala controle e 420 ppm acima de CO.,. E o cendrio extremo
(Sala 4 — previsao para 2100), onde a temperatura estd 4,5 °C acima da sala controle ¢ 870 ppm acima de
CO,. Os procedimentos realizados no Laboratério de Maldria ¢ Dengue foram adaptados para as trés salas do

microcosmo (LEEM/INPA), onde os insetos adultos foram mantidos em copos parafinados.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o experimento no Microcosmo (LEEM/INPA) foram montadas fémeas de A. darlingi em copos
individuais para desova nas salas 1, considerada a sala controle, e nas salas 3 e 4 e observados durante o dia da
montagem até o dia em que ocorreu a dltima desova, perfodo este que ocorreu em sete dias, somando mais
trinta ¢ um dias da fase larval passando pela fase de pupa e alados até a morte do dltimo alado, totalizando
trinta e oito dias de observacoes. Neste periodo houve varia¢io de temperatura em todas as salas, sendo que
na sala 1 a temperatura variou de 26,7 °C (minima) a 34,1 °C (mdxima), tendo uma média de 29,9 °C, na
sala 3 variou de 29 °C a 33,4 °C, tendo uma média de 30,5 °C, e na sala 4 variou de 30,8 °C a 36,8 °C, tendo
uma média de 33,6 °C. Quanto 2 umidade as médias ficaram bem préximas, porém o nivel de CO2 diferiu
bastante entre as salas onde a médias foram 52 ppm, 96 ppm e 139,7 ppm nas salas 1, 3 e 4 respectivamente
(Tabela 2 e Tabela 3).

No periodo de observacio foram analisados, primeiramente, o nimero de desovas e o tempo que as fémeas
montadas nas salas levaram para desovarem, e posteriormente o niimero ¢ o tempo médio para as eclosoes.
Foi observada uma baixa mortalidade das fémeas coletadas (96,6%), em relacio as fémeas montadas nas salas.
Quanto as desovas, houve uma similaridade entre as salas sendo a média total 48,2% do ndmero total de
montagens, porém o tempo médio para desova variou, onde na sala 1 foi de trés dias, e nas salas 3 e 4 de dois
dias. Para as eclosdes o tempo médio foi similar a0 tempo médio de eclosio para as trés salas, porém o

numero de eclosdes variou, onde na sala 1 obteve-se 10 desovas com eclosiao (55,6% do total), na sala 2, 11
(61,1% do total), e na sala 3, 13 (72,2% do total), como média total de 63% de desovas com eclosées (Tabela

1).

Tabela 1. Avalia¢io do ndmero ¢ do tempo médio para a desova e do ndmero e o tempo médio de eclosdes por desova
no microcosmo.

FEMEAS FEMEAS  DESOVAS TEMPO MEDIO ECLOSOES TEMPO MEDIO
SALAS COLETADAS MONTADAS PARA DESOVA  /DESOVA PARA ECLOSAO
N N (%) N (%) (DIAS) N (%) (DIAS)
SALA 1 36 36 (100,00 18 (50,0) 3 10 (55,6) 3
SALA 3 34 32 (94,1) 18 (56,3) 2 11 (61,1) 2
SALA 4 46 44 (95,7) 18 (40,9) 2 13 (72,2) 2

Na préxima etapa foi analisado o nimero de larvas e o tempo médio do instar larval até a fase adulta (alada)
do A. darlingi, o nimero de pupas em relagio as larvas, o nimero ¢ o tempo de vida dos adultos nas trés salas.
Na sala 1 foi observado um bom ndmero de larvas, 153 no total, que caracterizam os ovos férteis que
eclodiram, porém nas salas 3 ¢ 4 este ndmero ndo foi bom, apresentando 12 ¢ 34 larvas respectivamente.
Quanto as pupas, na sala das 153 larvas, 82 chegaram a fase de pupa (53,6% das larvas), e na sala 4 das 34
larvas apenas 3 se tornaram pupa (8,8% das larvas), na sala 3 todas as larvas morreram. Quanto aos adultos,
na sala 1 das 82 pupas 78 chegaram a fase alada (95,1% das pupas), sendo do tempo médio da fase larval até
emergéncia do adulto de 14 dias e o tempo de sobrevida dos adultos de 17 dias, na sala 4 das 3 pupas 3
chegaram a fase alada (100% das pupas), sendo o tempo médio da fase larva até a emergéncia do adulto de 8

dias e o tempo de sobrevida dos adultos de foi de quatro dias (Tabela 2).
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Tabela 2. Avaliaciao do ntimero de larvas e o tempo médio do instar larval até a fase alada, nimero de pupas, nimero ¢

tempo de sobrevida dos adultos no microcosmo.

SALAS LARVAS PUPAS ADULTOS  TEMPO MEDIO DA TEMPO DE
LARVA ATE ADULTO  SOBREVIDA ADULTOS
N N (%) N (%) (DIAS) (DIAS)
SALA 1 153 82 (53,6) 78 (95,1) 14 17
SALA 3 12 - - -
SALA 4 34 03 (8,8) 3 (100,0) 8 4

Uma nova observagio foi feita com adultos (fémeas e machos) de Anopheles sp. montadas da mesma forma
que na observagao anterior para analisar o tempo médio de sobrevida e a taxa de mortalidade dos adultos.
Neste periodo houve variagao de temperatura em todas as salas, sendo que na sala 1 a temperatura variou de
27°C (minima) 4 28,7°C (mdxima), tendo uma média de 27,8°C, na sala 3 variou de 28°C a 30,8°C, tendo
uma média de 29,8°C, e na sala 4 variou de 31,8°C a 33,2°C, tendo uma média de 32,1°C. Quanto a
umidade as médias ficaram bem préximas, porém o nivel de CO2 diferiu bastante entre as salas onde a
médias foram 45,6 ppm, 88,6 ppm ¢ 131,6 ppm nas salas 1, 3 ¢ 4 respectivamente. Na sala o tempo de
sobrevida dos machos foi de 6 dias e das fémeas de 9 dias, na sala 3 fora 3 dias para os macho e 7 dias para as

fémeas, e na sala 4 foi de 5 dias para os machos e 6 dias para as fémeas (Tabela 3).

Tabela 3. Tempo de sobrevida dos adultos machos (&) e fémeas (?) de Anopheles sp no microcosmo.
SALAS Anopheles sp. TEMPO DE SOBREVIDA Anopheles sp. TEMPO DE SOBREVIDA

N @ Q (dias) NJ& & (Dias)
SALA 1 23 (31,5%) 9 20 (33,3%) 6
SALA 3 23 (31,5%) 7 21 (35,0%) 3
SALA 4 27 (37,0%) 6 19 (31,7%) 5

Os resultados obtidos no Microcosmo (LEEM/INPA) sao similares ao trabalho desenvolvido por Azevedo,
2015, onde foi avaliado o efeito das condigoes climdticas sobre a A. aegypti. Os autores relataram que das
varidveis ambientais, previstas a sofrer variagoes devido as mudangas climdticas, a temperatura é a principal
responsdvel pelas alteragdes nos aspectos bioldgicos do vetor. Segundo os resultados de Azevedo, 2015 a
longevidade dos adultos de A. aegypti na sala 1 foi de 65 dias, e na sala 4 de 42 dias, resultado também
observado neste trabalho onde longevidade dos adultos de A. darlingi na sala 1 foi de 17 dias, e na sala 4 de
apenas 4 dias.

Nestes resultados, apesar do N amostral ser pequeno, ji se pode ter uma percep¢io da influéncia da
temperatura em relagio ao ciclo de vida, onde as principais diferencas puderam ser observadas entre as salas 1
e 4, onde na sala 1 os periodos entre os instares ficaram préximos dos observados no meio ambiente (Consoli
e Lourenco-de-Oliveira 1994), e na sala 4 foi observada a aceleracao deste ciclo, no qual podemos notar que a
maior temperatura nesta sala pode ter sido o motivo desta aceleragio. Estas observacdes poderio ser mais bem

analisadas e possivelmente confirmadas com mais repeti¢oes a serem realizadas no Microcosmo/LEEM/INPA.
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CONCLUSAO

Verificou-se que os efeitos das alteragées ambientais aceleram o desenvolvimento do ciclo biolégico de
Anopheles darlingi dentro do Microcosmos, dentre os fatores observados a temperatura em associagao do
CO2 sio os principais. Houve alteragio no tempo médio para a ocorréncia das desovas, eclosdes, tempo

médio dos instares larvais, a emergéncia do alado e no tempo de vida dos adultos.
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