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RESUMO

As mudangas climéticas sdo fatores de riscos para 0 aumento no nimero de casos de doencas
infecciosas causadas por mosquitos vetores, como a malaria. Esta é uma doenca
potencialmente grave que pode levar a morte, e que ainda hoje € um grave problema de salde
publica. Este trabalho objetivou avaliar os efeitos dos cenarios climaticos futuros
prospectados pelo Quinto Relatorio (AR5) de Avaliacdo do Painel Intergovernamental sobre
Mudancgas Climaticas (IPCC) sobre o ciclo de vida e a infectividade do Anopheles aquasalis
por Plasmodium vivax. Para a avaliagdo do desenvolvimento e da sobrevivéncia, foram
utilizadas 6 mil larvas desses vetores, as quais foram divididas em 4 grupos e alocadas nos
ambientes que simulam os cenarios climaticos futuros, onde foram acompanhadas até a
terceira geracédo para avaliagdo das taxas de fecundidade, de desenvolvimento larval, pupar e a
taxa de sobrevivéncia dos adultos. Para avaliar a intensidade e a taxa de infeccdo, foram
utilizados mosquitos adultos alimentados com sangue infectado com Plasmodium vivax. Apds
a infeccdo, esses mosquitos foram alocados nos cendrios climaticos e acompanhados por sete
dias. Apbs esse tempo, 0s intestinos dos mosquitos sobreviventes foram dissecados para
avaliacdo da taxa de prevaléncia e da intensidade da infeccdo. Na avaliacdo da taxa média de
fecundidade (p > 0,664) e das taxas de desenvolvimento de larvas (p > 0,122), pupas (p >
0,071) e adultos (p > 0,744), ndo se observou diferenca significativa entre 0s cenéarios. Na
analise entre as geracOes, houve diferengas significativas no desenvolvimento das larvas, das
pupas e da sobrevivéncia dos adultos nos cenarios 1 e 3. Quanto a taxa média de fecundidade,
houve diferencas nos cenarios 1 (p < 0.0158) e 3 (p < 0.0236). Na avaliacdo da infectividade,
todos 0s grupos experimentais apresentaram mosquitos infectados, porém ndo houve
diferencas estatisticas entre os cenarios. Portanto, conclui-se que os cenarios de mudancas
climaticas previstas pelo IPCC ndo alteram as taxas de fecundidade, o desenvolvimento larval
e pupar dos mosquitos, e a prevaléncia e a intensidade de infeccdo de An. aquasalis por P.
vivax. No entanto, os cendrios climaticos previstos apresentam um impacto significativo na
sobrevivéncia dos adultos infectados, e isso interfere na capacidade vetorial de A. aquasalis
para P. vivax.

Palavras chave: Mudancas Climaticas, IPCC, Malaria, Vetores, Fitness, Infecgéo.



ABSTRACT

Climate change is a risk factor for the increase in the number of infectious diseases caused by
vector mosquitoes, such as malaria. This is a potentially serious disease that can lead to death,
and it is still a serious public health problem today. This work aimed to assess the effects of
future climate scenarios prospected by the Fifth Panel on Climate Change (IPCC) Evaluation
Report (AR5) on the life cycle and infectiousness of Anopheles aquasalis by Plasmodium
vivax. For the evaluation of development and survival, 6,000 larvae of these vectors were
used, [RM1] which were divided into 4 groups and allocated in environments that simulate
future climate scenarios, where they were followed up to the third generation for assessment
of fertility rates, larval development, pupar and adult survival rate. To assess the intensity and
rate of infection, adult mosquitoes fed blood infected with Plasmodium vivax were used.
After infection, these mosquitoes were allocated to the weather scenarios and followed for
seven days. After this time, the intestines of the surviving mosquitoes were dissected to assess
the rate of prevalence and the intensity of the infection. In the assessment of the average
fertility rate (p > 0.664) and the growth rates of larvae (p> 0.122), pupas (p< 0.071), and
adults (p < 0.744), no significant difference was observed between the scenarios. In the
intergenerational analysis, there were significant differences in the development of larvae,
pupas, and adult survival in scenarios 1 and 3. As for the average fertility rate, there were
differences in scenarios 1 (p<0.0158) and 3 (p <0.0236). In the evaluation of infectivity, all
experimental groups presented infected mosquitoes, but there were no statistical differences
between the scenarios. Therefore, it is concluded that the IPCC forecasted climate change
scenarios do not alter fertility rates, larval and pupar development of mosquitoes, and the
prevalence and intensity of An. aquasalis infection by P. vivax. However, predicted climatic
scenarios have a significant impact on the survival of infected adults, and this interferes with
the vector capacity of A. aquasalis to P. vivax.

Key words: Climate Change, IPCC, Malaria, Vectors, Fitness, Infection
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1. INTRODUCAO

As mudancas climaticas sempre ocorreram de forma natural ou por atividades
humanas ao longo do tempo. No entanto, a intensificacdo dessas atividades antropogénicas
tem sido apontada como a principal causa das mudancas climéaticas ocorridas nas ultimas
décadas. Isso gera preocupacdes em relacdo aos impactos ambientais e sociais que estas
mudancas podem ocasionar. Um desses impactos seria 0 agravo no quadro de saude publica
em decorréncia do aumento numero de casos de doencas causadas por mosquitos vetores
(IPCC, 2021).

Em 1988, o Programa das Nacbes Unidas para o Meio Ambiente (PNUMA) e a
Organizacdo Meteoroldgica Mundial (OMM) estabeleceram o Painel Intergovernamental
sobre Mudangas Climaticas (IPCC, do inglés “Intergovernmental Panel on Climate Change”),
tendo como objetivo principal fornecer avalia¢es regulares da base cientifica das alteraces
climéticas, dos seus impactos e potenciais riscos futuros, bem como sugerir estratégias de
adaptacdo e mitigacdo. Essa organizacdo vem desempenhando um papel crucial na sintese e
na divulgacdo do conhecimento cientifico no intuito de informar as decisdes politicas
climaticas globais para a populacdo (Marengo; Soares, 2003).

O IPCC é composto por cientistas de todo o mundo que contribuem para o
desenvolvimento dos relatérios publicados apds a realizacdo de avaliagdes abrangentes da
literatura cientifica sobre as alteracdes climaticas. Essas avaliacbes documentam que a
temperatura do planeta terra esta aumentando, o que pode ser observado na ocorréncia de
fendmenos extremos, como inundagdes, ondas de calor, chuvas intensas, secas e ciclones
tropicais (IPCC A, 2014).

Sabe-se que um incremento na temperatura pode contribuir para o surgimento ou
agravamento de doengas ja existentes. Considerando a expansdo e a distribuicdo de doengas
infecciosas, as mudangas no clima tendem a criar ambientes favoraveis para a sobrevivéncia e
distribuicdo de vetores e patogenos (Epstein, 2001; Zezzo et al., 2021). Dentre as doengas
infecciosas que podem se agravar com as alteragdes climaticas, estdo aquelas ligadas a agua
ou transmitidas por artropodes-vetores, como € o caso da malaria (Yi et al., 2019).

A malaria é uma doenga infecciosa potencialmente grave, causada pelo parasita do
género Plasmodium, transmitido aos seres humanos pela picada das fémeas de mosquitos do
género Anopheles infectadas (Rosa-Gongalves; Ribeiro-Gomes; Daniel-Ribeiro,2022).

Algumas espécies de anofelinos sdo propensas a se infectarem naturalmente com o parasita do
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género Plasmodium. Entre estas espécies, encontra-se o Anapheles aquasalis, que é uma
espécie de mosquito tipica das regides costeiras da América do Sul e Central. Esses mosquitos
podem ter seu ciclo de vida alterado pelas mudancas climaticas, afetando a transmissibilidade
da malaria no mundo (Zezzo et al., 2021).

Em relagdo ao parasito, atualmente as diferentes espécies de Plasmodium descritas
como causadores da malaria no mundo séo: Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum,
Plasmodium malariae, Plasmodium ovale e Plasmodium knowlesi. Destas, as quatro
primeiras circulam no Brasil (Mioto; Galhardi; Amarante, 2012). Plasmodium falciparum é a
espécie que predomina na Africa Subsariana, enquanto o Plasmodium vivax é predominante
em todo o globo (WHO 2019).

Sabe-se que as doencas transmitidas por vetores sdo limitadas por diversos fatores
abioticos. Com as mudancas climaticas ocorrendo de forma rapida juntamente com a
globalizagdo, é importante conhecer quais os efeitos que as mudangas climaticas futuras
poderéo ter sobre as populages do Anopheles, uma vez que isto pode afetar na capacidade e
competéncia vetorial deste inseto em transmitir malaria (Mordecai et al., 2019). Neste
contexto, este estudo buscou avaliar os efeitos dos cenarios climaticos futuros prospectados
pelo 5° Relatério do IPCC no ciclo de vida e na infectividade do Anopheles aquasalis por
Plasmodium vivax, tendo em vista a importancia do vetor para a transmissdo da malaria,
principalmente em regides subdesenvolvidas do globo e com alta densidade populacional
(Howes et al., 2016).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Alterac0es climaticas e IPCC

AlteracGes nos padrdes climaticos da Terra ou mudancgas climaticas estdo ocorrendo
de forma acelerada nas Gltimas décadas como resultado das a¢des antropogénicas (Fig. 1). Um
dos principais fatores que tem contribuido significativamente para tal situacdo é o uso
excessivo de combustiveis fosseis que liberam gases como metano (CH4), Oxido nitroso
(N20), diéxido de carbono (COz) e aerossois na atmosfera, os quais sdo descritos como
causadores do efeito estufa (Nagy et al., 2005).

Um dos gases mais poluentes é o didxido de carbono, que é emitido em larga escala

pelas acBes antropicas (IPCC A, 2014). Vale ressaltar que o aumento das concentracdes de
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CO2 na atmosfera foi um dos agravos do periodo pds revolugdo industrial, tendo em vista que,
até 1950, as concentracfes desse gas ndo ultrapassavam 300 ppm (particulas por milhdes).
Hoje, essa marca é de 421 ppm (Alves, 2022). Segundo o IPCC, nos ultimos 30 anos, a
temperatura nos ecossistemas terrestre aumentou cerca de 1,5%, o que tem sido evidenciado

por anos cada vez mais quentes (IPCC, 2021).

Figura 1 — Histéria da mudanca de temperatura global e causas. (A) Mudancas de temperatura da superficie
reconstruida de arquivos paleoclimaticos e observagdes diretas (B) Mudancgas de temperaturas da superficie
global nos altimos 170 anos.
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Fonte: IPCC (2021)

O IPCC reune uma rede internacional de cientistas para avaliar informacdes
cientificas, técnicas e socioecondmicas para entender os riscos associados as mudancas
climaticas em todo o mundo (ONU, 2019). Esse Painel propde cenérios de mudancas
climéaticas futuras que podem ser usados em estudos cientificos para avaliar possiveis
impactos na economia, saude, agricultura e outros setores. Além disso, o IPCC contribui para
apoiar as tomadas de decisdo relacionadas as politicas publicas sobre mudancas climaticas
(Marengo, 2019).

Desde a sua criacdo, o IPCC ja elaborou seis relatérios, comecando em 1990 com o
primeiro relatorio, seguido pelo segundo em 1995, o terceiro em 2001, o quarto em 2007, o
quinto em 2014 e o sexto em 2021. Esses relatorios sdo elaborados por trés grupos de
trabalho, sendo o Grupo 1 responsavel pela base da ciéncia; o Grupo 2 pelo impacto,
adaptacdo e vulnerabilidade; e o Grupo 3 pela mitigacdo da mudanca climatica.
Adicionalmente, também s@o produzidos resumos para formuladores de politicas publicas

com as principais conclusfes desses trés grupos de trabalho (Leite, 2015).
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2.2 Quinto relatério (AR5) e sexto relatério (AR6) propostos pelo Painel
Intergovernamental sobre mudancas climéticas

O Quinto relatério (AR-5) foi publicado em 2014 e indica que hd uma projecédo de
aumento substancial de CO2 na atmosfera, e um aumento de 5,4°C na temperatura média
global até 2100, caso os niveis atuais de emissbes de Gases do Efeito Estufa (GEE) continuem
crescendo. Os cendrios climaticos neste relatorio sdo chamados de Representative
Concentration Pathway (RCP), e vdo de um cenario brando a um cenario extremo, onde
nenhuma medida de politica puablica ¢ tomada para diminuir as emissdes de GEE (IPCC,
2014).

O cenério 1 é chamado de RCP 2.6, que é considerado otimista, pois representa uma
diminuicdo nas emissdes de GEE, com mais absorcdo e menos emissdo de gases poluentes,
atingindo o marco zero das emissdes em 2070, e 0 aumento da temperatura esperado sera de
1,7°C até 2100. O cenério 2 - RCP 4.5, representa um mundo em que as emissdes de gases do
efeito estufa se estabilizam antes de 2100, com aumento da temperatura global entre 1,1°C e
2°C, com o nivel do mar entre 32cm e 63cm (Bolfe et al., 2018).

O cenério 3- RCP 6.0 apresenta que as emissfes de GEE seriam estabilizadas logo
apos 2100, e 0 aumento da temperatura seria entre 1,4 °C e 3,10 °C, e o nivel do mar estaria
entre 32cm e 63 cm. O cenario 4- RCP 8.5 representa emissfes GEE sem estabilizagdo, com
maior concentracdo desses gases na atmosfera, e aumento da temperatura entre 3,2 °C e 5,4
°C, e 0 nivel do mar sera elevado a mais de 63 cm (Bolfe et al., 2018).

O Sexto Relatorio (AR6) foi lancado em 2021 e apresenta novos cenarios, que incluem
temperaturas mais altas e maiores taxas de concentracdo de gases poluentes liberados na
atmosfera. Esses novos cenarios vdo de cenarios otimistas a cenarios extremos, que sdo
ameacadores a vida na Terra. As projecOes incluem cendrios com emiss@es altas e muito altas
de GEE (SSP3-7.0 e SSP 5-8.5), emissdes de CO> que praticamente dobram em relagdo as
concentragdes atuais; cenarios com emissdes intermediarias de GEE (SSP2-4,5) e emissdes de
CO2 remanescentes em torno dos niveis atuais; e cenarios com emissdes de GEE muito baixas
e caindo para zero, seguidos por niveis variados de emissdes liquidas negativas de CO:
(SSP1-1.9 e SSP1-2.6) (IPCC, 2021).
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2.3 Relacdo entre as doencas infecciosas e as mudancas climaticas

Muitas regides do globo terrestre, especialmente os paises em desenvolvimento,
tendem a enfrentar sérios problemas de saude publica devido as mudancas no clima (IPCC,
2014). Esse fenbmeno pode contribuir para o agravo da sadde humana de forma direta atraves
das ocorréncias de fendmenos extremos, e de forma indireta através das mudangas nos
ecossistemas (IPCC, 2014). As perturbacdes nos ecossistemas sdo fatores de risco para o
aumento da incidéncia de doencas infecciosas, especialmente as doencas transmitidas por
mosquitos vetores, uma vez que fatores ambientais como, temperatura, umidade, pluviosidade
estdo ligados ao ciclo de vida desses insetos (Barcellos et al., 2009). Além disso, as interacGes
entre patdgenos e hospedeiros podem ser afetadas pelas mudangas no clima, favorecendo ou
ndo a criacdo de ambientes propicios a sobrevivéncia, reproducédo e ciclo de vida de ambos
(Uchoa; Lustosa; 2019)

Estudos descreveram o progresso das pesquisas relacionadas a interagcdo entre o
clima e as doencas, com enfoque na associacdo entre doencas infecciosas e mudancas
climaticas. Um desses estudos avaliou os artigos publicados sobre a interrelacdo entre as
alteracOes climaticas e as doencas infecciosas entre 1990 e 2012 e evidenciaram um aumento
consideravel de estudos sobre o tema nos Gltimos 20 anos, com uma variagdo de 5 a 117
publicacdes por ano (Fig. 2) (Altizer et al., 2013).

Figura 2 — Publicacdes entre 1990 e 2012 que associam doengas infecciosas e mudancas climaticas
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2.4 Maléaria

2.4.1 Epidemiologia da malaria

A maléaria é uma infeccdo parasitaria potencialmente grave, causada por parasitas do
género Plasmodium que apesar de trativel ainda é uma doenca infecciosa considerada um dos
graves problemas de saude publica (Brasil. Ministério Da Salde, 2022). Sua transmissdo
requer a interacdo entre o hospedeiro, 0 vetor e o parasita do género Plasmodium, que é
transmitido aos humanos por meio da picada da fémea do mosquito Anopheles infectada
(Dronamraju; Arese, 2006).

O cenério epidemioldgico mundial da malaria mostra que, em 2021, houve a
notificacdo de 247 milhdes de casos da doenca no mundo, o que representa um aumento de 2
milhGes de casos em relacdo a 2020. Porém, houve reducdo no nimero de 6bitos, que passou
de 625.000 em 2020 para 619.000 em 2021. Atualmente, 84 paises sdo endémicos para
malaria (Fig. 3). Nas Ameéricas, também houve redugdo de 60% no numero de casos
notificados e reducdo no numero de 6bitos, que passou de 919.000 casos para 334.000 em
2021 (WHO, 2022).

Figura 3 — Mapa dos paises endémicos para malaria
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O Brasil é o pais que concentra 0 maior numero de casos de malaria no continente

americano. No entanto, em 2020, houve uma reducdo de 7,8% no n° de casos em relagcdo a
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2019, com 145.188 casos notificados. Essa reducdo continuou em 2021, com 39.211 casos
notificados. E importante ressaltar que 99,9% dos casos registrados no pais estao restritos a
regido Amazoénica, onde o Plasmodium vivax € o agente etioldgico responsavel por 83.0% dos
casos registrados nesta regido (Brasil. Ministério Da Salde, 2022) A Figura 4 apresenta 0
mapa de riscos de malaria no Brasil por regides.

Figura 4 — Mapa de risco de maldria por regides brasileiras em 2021
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Neste mapa, observa-se que regido Amazonica é uma area de risco importante para a
transmissdo da malaria devido aos fatores ambientais que favorecem o desenvolvimento da
fauna anofelina. Esses fatores incluem altas taxas de temperatura, umidade relativa acima de
80%, frequentes chuvas e a existéncia de uma densa vegetacdo em torno dos criadouros e
habitacbes. As areas endémicas incluem os estados do Acre, Amazonas, Amapa, Para,
Rondonia, Roraima, Tocantins, Mato Grosso e Maranhdo, totalizando cerca de 808
municipios. Areas extra-amazonicas apresentam baixo a médio risco de transmissdo (Motta,
1992).

A epidemiologia da malaria € complexa e multifocal. Evidéncias recentes sugerem que
a incidéncia de malaria estda aumentando em regides mais frias do mundo devido ao
aquecimento global, porém os efeitos das alterac6es climaticas sdo potencialmente complexos

e as implica¢des para o risco de malaria em ambientes de transmisséo ideais permanecem mal
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definidas. O efeito das mudancas climéticas sobre a malaria pode ser evidenciado através de
seus impactos nos trés componentes da doenca: patdgeno, hospedeiro e ambiente de
transmissédo ( Pascual et al., 2006; Paaijmans et al., 2010).

As diferentes temperaturas observadas em regies da Africa Oriental possuem efeito na
epidemiologia da maléria. Isso ocorre pois a transmissdo desta afeccdo depende da
abundancia do vetor, taxa de picada do mosquito, sobrevivéncia do vetor e taxa de
desenvolvimento esporogbnico do parasita, 0s quais sdo fatores influenciados pela
temperatura e, consequentemente, sensiveis as mudancas na temperatura ambiental (Omumbo
et al., 2005). Dessa forma, o clima ndo deve ser descartado como um potencial impulsionador
dos aumentos observados de malaria na regido durante as Ultimas décadas, mas sua
importancia relativa, em comparacao com outros fatores, precisa de maior elaboracéo.

Através de um modelo dindmico que incorporou a dinamica populacional do inseto
vetor com a série temporal de temperatura, descobriu-se que um pequeno acréscimo na
temperatura ambiental tem um efeito importante, mas ndo linear, sobre a transmissdo da
malaria (Alonso; Bouma; Pascual, 2011). O desenvolvimento e a analise de modelos
dindmicos de transmissdo baseados no clima sdo cruciais para entender a taxa na qual P.
falciparum e P. vivax podem infectar, expandir ou desaparecer em populaces a medida em
que ocorre mudancas nas condi¢cdes ambientais locais (Parham; Michael, 2010) .

Estudos laboratoriais mostraram que a capacidade de An. stephensi e An. gambiae para
transmitir P. falciparum foi comprometida com aumento na temperatura. Além disso, a
intensidade e a taxa de infeccdo foi reduzida com este mesmo fendmeno, enquanto a
mortalidade dos mosquitos aumentou e houve diminui¢do da capacidade vetorial de ambas as
espécies (Murdock; Sternberg; Thomas, 2016).

2.4.2 Anofelinos vetores de malaria

Os anofelinos sdo insetos que pertencem a ordem Diptera, familia Culicidae,
subfamilia Anophelinae e género Anopheles, e possuem grande importancia na epidemiologia
e transmissdo da malaria (Consoli; Oliveira, 1994). O género Anopheles inclui seis
subgéneros: Anopheles, Kerteszia e Nyssorhynchus,Cellia, Stethomya e Lophopodhomyia
(Sinka et al., 2012). Dentre estes, somente 0s trés primeiros possuem importancia médica,
pois sdo insetos que possuem uma ampla distribuicdo geografica, e séo incriminados como

transmissores de doencas infecciosas como a maléria e a filariose (Consoli; Oliveira, 1994).



20

Existem cerca de 3.500 espécies de mosquitos, agrupadas em 41 géneros. Dentre essas
especies, aproximadamente 430 pertencem ao género Anopheles e 70 sdo conhecidas por
serem transmissoras naturais de malaria em todo o mundo (Fig. 5) (Faye et al., 2002; Collins;
Jeffery, 2005; Hay et al., 2010).

Figura 5 — Distribuicdo geografica de espécies do género Anopheles
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Fonte: Sinka et al. (2010)

Nas Ameéricas, cerca de 9 espécies sdo responsaveis por causarem maléria em
humanos: Anopheles albimanus, Anopheles albitarsis, Anopheles aquasalis, Anopheles
darlingi, Anopheles freeborni, Anopheles marajoara, Anopheles nuneztovari, Anopheles
pseudopunctipennis e Anopheles quadrimaculatus (Sinka et al., 2010, 2012). No Brasil, An.
darlingi (Root, 1926), An. aquasalis (Curry, 1932) e An. albitarsis (Lynch-Arribalzaga, 1878)
sdo as principais espécies transmissoras de malaria. Na regido Amazonica, o An. darlingi
configura-se como vetor principal, embora outras espécies possam ser encontradas infectadas
naturalmente com Plasmodium spp., mas sua participacdo na transmissdo € considerada baixa

e variavel, conforme sua distribuicdo (Pimenta et al., 2015).

2.4.3 Anopheles aquasalis



21

Pertencente ao subgénero Nyssorhynchus, o Anopheles aquasalis esta distribuida desde o
norte da Nicaragua até o sul do Brasil (Fig. 6) (Silva et al., 2006). E encontrada em algumas
localidades que distam cerca de 100 ou 200 km do litoral, que é rica em cloreto de sodio, a
exemplo do que ocorre em algumas &reas do sertdo nordestino, ou em regides sujeitas a

invasdo das marés, como no municipio de Belém, no estado do Para (Hay et al., 2010).

Figura 6 — Regides tipicas do Anopheles aquasalis
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O desenvolvimento e a reproducdo do An. aquasalis da-se de forma natural em
ambientes onde h& incidéncia de raios solares, e com vegetacdo emergente. A espécie ocorre
tanto em &gua salobra como em agua doce, tem preferéncia por aguas paradas e limpidas a
exemplos: manguezais, lagos, riachos entre outros, embora ja tenham sido encontrados em
aguas turvas e com fluxo lento (Sinka, et al., 2010). A espécie se infecta naturalmente com
Plasmodium sp. e geralmente apresenta habitos zoofilicos, podendo ser antropofilicos em

ambientes de clima equatorial e semi-arido (Deane, 1986; Silva, et al., 2019). Estudos ja
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comprovaram a infecgdo natural de An. aquasalis no estado do Par4, Maranhdo e em outras
regides brasileiras (Da Silva et al., 2006; Hay et al., 2010; Rodé et al., 2013).

2.4.4 Ciclo de vida dos mosquitos do género Anopheles

Os anofelinos sdo holometébolos, ou seja, apresentam metamorfose completa em seu
ciclo de desenvolvimento. Este € constituido por quatro estagios de desenvolvimento: ovo,
larva, pupa e adultos (Fig. 7). Os trés primeiros estagios ocorrem exclusivamente no ambiente

aquético, e o ultimo ocorre no ambiente terrestre (CDC, 2012; Viana, 2015).

Figura 7 — Ciclo de vida dos Anofelinos
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Somente as fémeas sdo hemat6fagos e depositam seus ovos diretamente na agua
limpa, parada ou com pouca correnteza. Esses ovos flutuam devido a presenca de expansoes
laterais (flutuadores) que contém ar, possuem aspecto alongado e apresentam simetria lateral.
Dependendo da temperatura e da umidade, o tempo de eclosdo pode variar. Em geral, eles
demoram de 2 a 3 dias para eclodir. As larvas possuem um aparelho espiracular dorsal, que as
ajudam a assumir a posicao horizontal ou paralela na superficie da 4gua, onde se alimentam e

respiram, até completar o tempo do desenvolvimento. Este, em geral, ocorre por cerca de sete
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a dez dias, podendo variar de acordo com a espécie e com fatores bidticos e abiodticos
(Consoli; Lourengo-de-Oliveira, 1994).

A pupa é a forma imatura que ocorre ap0s os estagios larvais. Nesta fase, elas ndo se
alimentam e ficam na superficie da agua, onde respiram. A depender da espécie, essa fase
pode durar cerca de 24 horas a 72 horas. Ocorrendo a metamorfose para adultos,
morfologicamente, ja é possivel identificar os machos das fémeas. Em geral, os machos séo
menores e emergem mais cedo do que as fémeas. O mosquito adulto completamente formado
abandona a &gua e vai para um abrigo, onde ao pousar mantém o corpo e a probdscide em
linha reta, caracteristica que o difere dos demais culicideos. Na natureza, se alimentam do
néctar das flores, mas as fémeas necessitam adicionalmente de alimentacdo sanguinea para
promover a maturacdo dos seus ovos, dando assim continuidade ao ciclo de vida (Consoli;

Lourenco-de-Oliveira, 1994).

2.4.5 Agentes etiologicos da malaria

Sdo descritas sete espécies de Plasmodium como responsaveis por causar a malaria
humana no mundo: Plasmodium falciparum (Welch, 1897), Plasmodium vivax (Grassi, 1890)
Plasmodium malariae (Laveran, 1881), Plasmodium ovale (Stephens, 1922), Plasmodium
knowlesi (Sinton; Mulligan. 1933), Plasmodium cynomolgi (Mayer, 1907), e Plasmodium
simium (Fonseca, 1971). Estes dois ultimos sdo parasitos de macacos, mas ja foram descritos
como causadores de infeccBes em humanos (Daily, 2006; Goh et al., 2009; Ta et al., 2014).
Dentre as especies de Plasmodium, P.falciparum e P.vivax se destacam como causadoras da
malaria humana. Contudo, diferencas bioldgicas de P. vivax e P. falciparum tornam suas
epidemiologias distintas (Howes et al., 2016).

O Plasmodium falciparum é responsavel por acometer malaria a quase 1 milhdo de
pessoas por ano em todo o mundo, sendo mais prevalente no continente Africano. Este
parasito tem um ciclo tecidual curto, com uma producéo elevada de merozoitos durante o
processo de esquizogonia. Além disso, ele tem a capacidade de infectar eritrécitos de qualquer
idade, sendo capaz de atingir altos niveis de parasitemia (maiores ou iguais a 5% de hemacias
infectadas) (Trampuz et al., 2003; Antinori et al., 2012).

O Plasmodium vivax é responsavel pela endemicidade da malaria em muitas regides
do mundo com climas extremamente diversos, e predomina em regides densamente povoadas

e pobres do mundo, apesar dos baixos niveis de parasitas detectaveis pode resultar em formas
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graves e até mesmo levar o individuo a morte. Somente no Brasil, em 2021, esta espécie foi
responsavel por 114.449 casos juntamente com outras espéecies parasitarias (Brasil. Ministério
Da Saude, 2021). Este Plasmodium € peculiar pois apresenta sdo formas denominadas
hipnozoiticas, as quais podem causar as recaidas da doenga meses ou até anos apos a infeccéo
inicial, tornando-se um grande desafio para o controle da malaria. Essas formas hipnozoiticas

sdo responsaveis pela manutencgéo do ciclo de transmissdo do parasito (Howes et al., 2016).

2.4.6 Ciclo de vida do Plasmodium spp

O ciclo de vida do parasito da malaria se completa em dois hospedeiros, vertebrado e
invertebrado, sendo por isso denominado heteroxeno. O parasito alterna entre as formas

invasivas e o0s estagios de replicacdo nos dois hospedeiros (Fig. 8) (Wirth DF, 2002).

Figura 8 — Ciclo de vida do Plasmodium
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No hospedeiro vertebrado, o cilco do Plasmodium inicia-se quando a fémea infectada
do Anopheles faz seu o repasto sanguineo. Ao se alimentar com o sangue do hospedeiro
vertebrado ndo infectado, as fémeas infectadas inoculam na corrente sanguinea deste
hospedeiro as formas infectantes, chamadas de esporozoitos (Amino et al., 2006). Estes

migram pela corrente sanguinea até os hepatocitos, onde se diferenciam e, pelo processo de
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esquizogonia, originam 0s esquizontes teciduais e, posteriormente, milhares de merozoitos
(Tavares et al., 2013). Estes, por sua vez, sao liberados na corrente sanguinea em vesiculas
denominadas merossoma, completando assim a primeira fase do ciclo biologico (fase
exoeritrocitica) (Sturm et al., 2006). Nessa fase, ainda ndo ha ocorréncia das manifestaces
clinicas da doenca.

O tempo de diferenciacdo nos hepatdcitos pode variar dependendo da espécie. Para P.
falciparum, o intervalo corresponde a uma semana, enquanto que para P. vivax e P. malariae,
corresponde a cerca de duas semanas. Além disso, P. vivax e P. ovale tem a capacidade de
formar estagios dormentes (hipnozéitos) no figado do infectado, os quais podem se ativar
meses ou anos apds o inicio da infeccdo (Antinori et al., 2012). A fase eritrocitica inicia-se
com a invasdo dos merozoitos nas hemécias. Dependendo da espécie de Plasmodium, essa
invasdo ocorre em diferentes fases evolutivas das hemaécias. P. malariae tem preferéncia por
heméacias maduras, enquanto P. vivax prefere as hemacias jovens. Diferentemente, P.
falciparum invade hemécias de qualquer idade (Brasilia, 2009).

No interior do eritrécito, os parasitos sofrem uma série de transformacdes
morfoldgicas, diferenciando -se em trofozoitos jovens, depois maduros, até chegar na fase de
esquizonte onde multiplicam-se por esquizog6nia. Ap6s a multiplicacdo, os parasitos formam
novos merozoitos até o rompimento das hemaécias e, consequentemente, ocorre a liberacdo
dos merozoitos na corrente sanguinea, 0s quais poderdo infectar outras heméacias em um
processo continuo. A destruicdo das hemacias parasitadas e seus metabolitos provocam o
paroxismo malarico (Miller et al., 2010). Alguns trofozoitos se diferenciam em gametdcitos,
que ndo se dividem no hospedeiro vertebrado. O ciclo esporogbnico ocorre quando ha
ingestdo de sangue infectado pela fémea do mosquito Anopheles contendo os gametdcitos
masculinos (microgametocitos) e femininos (macrogametécitos) (Smith; Vega-Rodriguez;
Jacobs-Lorena, 2014).

No intestino médio do mosquito, ocorre a gametogénese, com osgametocitos se
transformando em gametas masculino e feminino. O gametdcito masculino da origem a oito
microgametas por exflagelagéo, e o gameta feminino transforma-se em macrogameta. Os
microgametas penetram nos macrogametas, ocorrendo a fecundacao (Smith; Vega-Rodriguez;
Jacobs-Lorena, 2014). Deste processo, ocorrera a formacgédo do zigoto, que se modificara em
oocineto. Posteriormente, essa forma se transformara em oocisto, no interior do oocisto,
ocorrera o processo de divisdo esporogdnica formando os esporozoitos. Nesse processo,

ocorre a ruptura da parede do oocisto, ocasionando a liberacdo dos esporozoitos, 0s quais se
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deslocam para as glandulas salivares do mosquito. A inoculagdo dos esporozoitos em um
novo hospedeiro humano perpetua o ciclo de vida da malaria (Pimenta et al., 1994; Hillyer et
al., 2007; Orfano et al., 2016).

2.5 Efeitos das alteracGes climaticas nos vetores e parasitas

O aquecimento global pode mudar a dindmica de desenvolvimento dos artrépodes e
também as taxas metabolicas, as baixas temperaturas tendem a causar retardos no
desenvolvimento larval dos mosquitos e altas taxas de mortalidade (Koenraadt et al., 2006).
Os anofelinos em ambientes com efeitos do aquecimento climatico tendem a ter maior taxa
metabolica, o que interfere diretamente no desenvolvimento das larvas que levam um menor
tempo de amadurecimento (Gillooly et al., 2001; Munga et al., 2007).

Aumentos de temperatura também promovem a rapida digestdo da alimentacédo
sanguinea que viabiliza acréscimo na fecundidade, melhor desenvolvimento na aptiddo
reprodutiva e maior capacidade de produzir descendentes (Afrane et al., 2006). Ademais, um
incremento na temperatura ambiental aumenta a frequéncia de alimentacdo nos hospedeiros
vertebrados e promove uma reducdo do tempo de desenvolvimento esporogonico do
Plasmodium de uma média de 14 dias para 12,6 dias (Afrane et al., 2006).

Mudancas na temperatura afetaram o desenvolvimento esporogénico de P. falciparum
em Anopheles stephensi, alterando a cinética de maturacdo do oocineto. Temperaturas entre
30 e 32°C também afetam significativamente as densidades parasitarias e as taxas de infeccdo,
interferindo nos processos de desenvolvimento que ocorrem entre a fertilizacdo do parasita e a
formacdo do oocineto, especialmente durante a formacdo do zigoto e maturacdo precoce do
oocineto (Noden et al., 1995).

Um modelo experimental evidenciou que em An. gambiae infectado por P.
falciparum, a prevaléncia de infeccdo por oocinetos diminuiu apds aumento nas temperaturas.
Além disso, as intensidades médias de oocistos para 0s mosquitos infectados aumentaram, e o
sucesso das infecgdes reduziu-se em 30 e 32°C, resultado em maiores perdas durante periodos
consecutivos do desenvolvimento do parasito inter-estdgio (Okech et al., 2004). Esses
resultados mostram que o impacto mais significativo das altas temperaturas ocorre
principalmente na transicdo entre 0s macrogametocitos e o0 oocinetos, enquanto a transicdo

entre oocinetos e oocistos aparentemente ndo é afetada (Okech et al., 2004).
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O aumento da temperatura eleva a frequéncia do repasto sanguineo de An. gambiae em
humanos, gerando o potencial de transmissdo da malaria (Delgado-Petrocelli et al., 2012).
Porém, temperatura acima de 34°C geralmente tem um impacto negativo na sobrevivéncia de
vetores e parasitas (Rueda et al., 1990), mostrando que a dindmica na epidemiologia da
malaria pode ser afetada por mudancas climéticas .

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito dos cenarios climaticos futuros, previstos no 5° Relatério (AR-5) do
IPCC de 2014, sobre o ciclo de vida e infectividade do Anopheles aquasalis por Plasmodium

vivax.

3.2 Objetivos especificos

o Verificar os efeitos dos cenarios climaticos futuros no “fitness” do Anopheles
aquasalis considerando a taxa de fecundidade, desenvolvimento larval e pupar e

sobrevivéncia dos adultos;

o Verificar os efeitos dos cenarios climaticos futuros na infectividade de mosquitos

Anopheles aquasalis por P. vivax.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Modelo de estudo

Trata-se de um estudo experimental

4.2 Aspectos éticos

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do FMT-HVD
(CAAE: 13127819.9.0000.0005) e CEUA do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia -
INPA. (CAAE: 93004418.5.0000.0005).
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4.3 Procedimentos

Os procedimentos realizados ao longo deste trabalho estdo evidenciados na (Figura 9)
no fluxograma das atividades. Ao longo do desenvolvimento, avaliou- se quais os efeitos dos
cenarios climaticos futuros sobre o ciclo de vida do Anopheles aquasalis e na infectividade
por P. vivax. Este trabalho foi realizado no laboratério Evolucdo e Eco fisiologia Molecular
(LEEM) do Instituto Nacional de Pesquisa na Amazonia (INPA).

Figura 9 — Fluxograma de Atividades.

6.000 Larvas - L1el2 Col6nia FMT-HVD ;I 4 Grupos com 1. 500 larvas cada
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1 - Taxa de fecundidade = nimero de ovos depositados por fémeas em postura forgada;

2 - Taxa de desenvolvimento larval = nimero de larvas de segundo, terceiro e quarto estadio;
3 - Taxa de desenvolvimento pupar = niimero de pupas desenvolvidas;

4 - Taxa de sobrevida dos adultos = niumero de dias de vida dos adultos.

’ >

Fonte: De prépria autoria.

4.4 Aquisicdo e preparo das colonias de Anopheles aquasalis.

Larvas L1 /L2 do Anopheles aquasalis foram obtidas da coldnia estabelecida no
insetario da geréncia de Entomologia Médica da Fundacdo de Medicina Tropical Doutor
Heitor Vieira Dourado - FMT-HVD, onde os insetos s&o mantidos a 26°C a 80% de umidade,
em um ciclo de 12h claro-escuro. Para obtencdo das larvas, as fémeas adultas foram
alimentadas com solucdo acucarada até 24 horas antes do repasto sanguineo em camundongo
previamente anestesiados. Apos o repasto, continuaram a alimenta¢do com solucdo agucarada

a 10% por trés dias, em seguidas colocadas para postura forgada por mais trés dias.
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As larvas obtidas das posturas foram contadas e alocadas nos cenarios simulados do
laboratdrio de Evolucgéo e Eco fisiologia Molecular (LEEM). Essas larvas foram divididas em
4 grupos distintos, conforme as diferentes condigdes climaticas a serem testadas, e cada
condigéo recebeu 1.500 mil larvas que continham 500 larvas em cada triplicata, somando um
total de 6.000 mil larvas em todos os ambientes. As larvas foram alocadas em bacias contendo
agua nao clorada com solucéo salina a 2%, e alimentadas com racdo para peixes do tipo
Tetrafish. As pupas emergidas eram colocadas em gaiolas (Recipientes de plastico) onde
permaneciam até a fase adulta, dando assim continuidade as proximas geragdes. Para remog¢éo
do excesso de alimentos e exUvia a dgua das bacias eram trocadas duas vezes ao longo da
semana, seguindo o mesmo plano de trabalho ja estabelecido no insetario da geréncia de
Entomologia Médica da Fundacdo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado -
FMT-HVD.

4.5 Descricdo dos cendrios climaticos experimental

A instalagdo experimental consiste em salas climaticas (microcosmos) de 25 mé com
condicgdes eletronicamente controladas, equipadas com sensores fixados em uma reserva
florestal fixados a 40 metros atras do LEEM na reserva florestal do INPA -3.097789, -
59.986630, que medem os niveis de CO2, temperatura, umidade e luminosidade no local. As
informac@es coletadas pelos sensores sdo transmitidas para os computadores do laboratorio,
que ajustam as maquinas e reproduzem na Sala 1 também conhecida como sala controle, as
mesmas condi¢des climaticas em tempo real encontradas na floresta Amaz6nica. Logo, as
condicdes climaticas experimentais sofrem variagcdes, causando oscilacdes na temperatura,
umidade e densidade de CO2.

Conforme mencionada a Sala 1 representa as mesmas condi¢Ges climaticas atuais da
Floresta Amazonica. A sala 2 representa um cenario brando, simulando um clima baseado em
uma concentracdo de 250 partes por milh&o (ppm) de CO2 acima das concentracOes atuais e
1°C mais quente. O cenario 3 representa um cendrio intermediério, onde a concentracdo €
aumentada em 400 (ppm) de CO2 em relacdo a concentracdo atual e 2,5°C mais quente. Ja o
cenario 4 representa uma condicdo extrema, com uma concentracdo de CO2 aumentada em
850 (ppm) acima dos niveis atuais e temperatura 4,5°C mais quente. Todas as salas sdo iguais

e tudo esta de acordo previsto com previsto pelo IPCC.
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4.6 Avaliacdo do Fitness reprodutivo An. aquasalis nos diferentes cenarios climaticos

Um total de 20 fémeas adultas provenientes de larvas desenvolvidas em cada cenario
foram utilizadas para postura forcada, seguindo a metodologia de criacdo estabelecida na
FMT-HVD, com variacdes exclusivamente do ambiente, com o objetivo de avaliar o fitness
reprodutivo do An. aquasalis. Durante o desenvolvimento das geracfes, todos os dias foi
realizado a contagem de larvas, pupas e adultos e para seguimento das proximas geracdes era
realizada a contagem de ovos de cada geragdo. Foram avaliadas as taxas de fecundidade
(nimero de ovos depositados por fémea em postura for¢ada), desenvolvimento larval (nGmero
de larvas), desenvolvimento pupar (nimero de pupas desenvolvidas) e a taxa de sobrevivéncia

dos adultos (dias de vida média dos adultos nos diferentes ambientes).

4.7 Infeccdo de mosquitos Anopheles aquasalis por Plasmodium vivax via ensaio de
alimentacéo por membrana

Cerca de 2.500 mosquitos adultos com cerca de 3 a 5 dias oriundos da coldnia
estabelecida na FMT-HVD foram privados de alimentacdo com solucdo acucarada por 24
horas antes da infeccdo com Plasmodium vivax. Essas fémeas foram divididas em 10 grupos,
onde 5 grupos ndo receberam a alimentacdo sanguinea sendo, portanto, o grupo controle, e 0s
outros 5 grupos receberam a alimentacdo sanguinea, este grupo continha cerca de 150 fémeas.
Apbs a alimentacdo as fémeas totalmente ingurgitadas foram utilizadas no experimento.

Para a alimentacdo sanguinea, serviu- se de pacientes adultos infectadas com malaria
por P. vivax que consentiam em participar do estudo apds preenchimento do formulario de
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), esses pacientes doaram cerca de 3mL
de sangue que foram coletados em tubo de heparina, essas amostras foram oferecidas aos 5
grupos experimentais, por cerca de 30 a 90 minutos através de alimentadores de membrana a
37°C. Apos o tempo estipulado, um total de 250 fémeas ingurgitadas foram divididas em 5
grupos com 50 fémeas cada grupo e alocadas nos cinco cenarios climaticos experimentais
onde foram mantidas por 7 dias, essas fémeas recebiam alimentacéo ad libitum com solucéo

de acucar a 10%.

4.8 Avaliacdo de An. aquasalis com P. vivax em diferentes cenarios climaticos

Sete dias ap6s o repasto infeccioso e aclimatacdo das fémeas adultas nos diferentes
cenarios, o intestino médio das fémeas de todos os grupos experimentais foi dissecado em
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solugéo salina de fosfato (PBS), corado com solucdo comercial de mercurocromo 0,1%
(Merbromin®) e observado sob um microscopio optico para verificar a presenca de oocistos.
A intensidade da infec¢do por P. vivax foi determinada pelo numero médio de oocistos
encontrados por intestino dissecado, enquanto a taxa de infeccdo foi determinada pela razdo

entre o numero de intestinos com oocistos e 0 nimero total de intestinos médios dissecados.

4.9 Analise de dados

Todos os dados foram tabulados em planilhas do Microsoft Excel 2016®. Foi
utilizado um Teste de shapiro-wilk para verificagdo de normalidade, ANOVA para a
distribuicdo paramétrica (Mortes de Mosquitos adultos ao longo dos dias) e Friedman test
para a ndo paramétrica (Morte de larvas ao longo dos dias), avaliando a possibilidade de
diferencas entre as triplicatas. Considerando diferenca estatistica p-valor<0.05. O numero de
individuos foram agrupados para analise de sobrevivéncia utilizando Kaplan Meier, e
posteriormente usou-se uma regressdo de Cox considerando o risco em relagdo ao cenario
controle.

Para verificar a taxa de infeccdo e intensidade de infeccdo, os dados também foram
tabulados em planilhas do Microsoft Excel 2016® e as analises estatisticas foram realizadas
com os softwares GraphPad Prism® (Prism 5.01; GraphPad Software Inc.) e stata 17®. O
teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para verificar a normalidade da distribuicdo. As
comparagOes de amostras multiplas foram analisadas usando ANOVA de uma via. Um teste
ndo paramétrico de Kruskal- Wallis com comparacdes multiplas post-hoc de Dunn foi usado
para andlise de intensidade, e para a taxa de infeccdo com distribuicdo paramétrica a ANOVA
ordinaria de uma via com teste post-hoc de comparacdes maltiplas de Turkey. Além disso, a
sobrevivéncia do mosquito nas diferentes condicdes foi analisada usando a curva de Kaplan-
Meier. Em todos os testes, um valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

Correlages significativas com valores de P < 0,05 foram consideradas significativas.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Mediante os resultados obtidos neste estudo, foi gerado uma versédo preliminar de um
artigo cientifico onde a revista ainda sera definida. E um segundo artigo, o qual foi submetido
a revista BioMed Central (BMC) e aguarda o parecer. O primeiro artigo € intitulado:


https://www.google.com/search?sca_esv=565090271&sxsrf=AB5stBhU_MVH09K_Gv0mqk69UBh6u4m_Fw:1694643402501&q=Kaplan+Meier&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwiqo5vQzqiBAxWuHLkGHZaPA_UQkeECKAB6BAgJEAE
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RESUMO

As alteracdes climaticas estdo crescendo em ritmo acelerado devido as a¢des antropicas, tais
condigdes podem resultar em sérios riscos & salide humana, dentre esses riscos 0 aumento do
namero de casos de doencgas causadas por mosquitos vetores, como a maldria, isso tende a
ocorrer porque 0s vetores sdo pecilotérmicos e podem ter o ciclo de vida alterado com as
mudangas no clima. Sendo assim, este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos dos
cenarios climaticos futuros sobre o ciclo de vida do Anopheles aquasalis este que é um
importante vetor da malaria. Logo, foram utilizadas 6.000 mil larvas destes insetos oriundos
da Unidade de Entomologia Nelson Ferreira Fé, estas foram divididas em 4 grupos e alocadas
nos cenarios climaticos simulados proposto pelo AR-5 do IPCC, localizadas no (LEEM-
INPA) onde foram acompanhadas até a 3 geracdo, observando-se o desenvolvimento da prole
destes mosquitos, considerando a taxa de fecundidade, taxa de desenvolvimento larval /pupar
e sobrevivéncia dos adultos. Estatisticamente usando o teste de anova, 0s resultados
mostraram que ndo ha diferenca significativa dos adultos entre as triplicatas técnicas, usando
0 teste paramétrico verificou-se que o mesmo ocorreu nas triplicas das larvas, além disso, ndo
houve diferenca significativa entre os cenérios na taxa de fecundidade, larvas, pupas e
sobrevivéncia dos adultos. Portanto, os cenarios climaticos futuros prospectados no AR-5 do
IPCC de 2014 nao interferem no ciclo de vida do Anopheles aquasalis quando comparados

por cenarios.

Palavras chaves: Mudancas Climaticas, IPCC, Maléria, Vetores, Fitness
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Abstract

Climate change is growing at an accelerated pace due to anthropogenic actions, such
conditions can result in serious risks to human health, among these risks the increase in the
number of cases of diseases caused by mosquito vectors, such as malaria, this tends to occur
because the vectors are pecilothermic and can have the life cycle altered with changes in
climate. Therefore, this study aimed to evaluate the effects of future climate scenarios on the
life cycle of Anopheles aquasalis, which is an important vector of malaria. Therefore, 6,000
thousand larvae of these insects from the Nelson Ferreira Fé Entomology Unit were used,
these were divided into 4 groups and allocated in the simulated climate scenarios proposed by
the AR-5 of the IPCC, located in the (LEEM - INPA) where they were followed up to the 3rd
generation, observing the development of the offspring of these mosquitoes, considering the
fertility rate, larval /pupal development rate and adult survival. Statistically using the anova
test, the results showed that there is no significant difference in adults between the triplicates
techniques, using the parametric test it was found that the same occurred in the triplicates of
the larvae, in addition, there was no significant difference between the scenarios in the
fertility rate, larvae, pupae and survival of adults. Therefore, the future climate scenarios
foreseen in the 2014 IPCC AR-5 do not interfere with the life cycle of Anopheles aquasalis
when compared by scenarios.

Keywords: Climate Change, IPCC, Maléria, Vetores, Fitness
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INTRODUCAO

A intensificacdo das atividades antropogénicas é apontada como a principal causa do
aquecimento global e das alteragdes climaticas (Estrada; Perron; Yamamoto, 2023; Sun et al.,
2022). As condicbes climéaticas ( CC ) sdo alteragBes nos padrbes climaticos da terra
caracterizadas com bases nas tendéncias abrangentes de temperatura, precipitacdo, pressao de
CO2 e umidade a longo prazo (Nagy et al., 2005) e sdo um desafio intergovernamental
complexo com reflexo em todos os aspectos da vida (Pizzulli; Telesca; Covatariu, 2021),
sendo considerados uma das maiores ameacas a salde humana no século XXI. Os impactos
das CC na saude tém sido cada vez mais discutido (Patz et al., 2000) e estudos tem mostrado
estreita correlacdo entre as CC e as taxas globais de mortalidade, assim como na expansao de
doencas infecciosas (Barcellos et al., 2009; Patz et al., 2000; Semenza; Rockldv; Ebi, 2022).
Além disto, é esperado que as mudancas prospectadas para o futuro influenciem a propagacao
de doencas transmitidas por vetores, a exemplo da maléria, doenca transmitida por mosquitos
do género Anopheles e Aedes (Bueno-Mari; Jiménez-Peydro, 2013; Siraj et al., 2014).

A maléria ainda é um importante problema de saude publica, mesmo com as medidas
tomadas ao longo do tempo para o controle e eliminacdo da doenca, que incluem o
diagnostico e tratamento precoce, além do controle vetorial (Hemingway et al., 2016).
Distintos trabalhos tém demostrados a partir de modelagem matematica acréscimo na
propagacao e distribuicdo da doenca em condicfes climaticas prospectadas (Craig; Le Sueur;
Snow, 1999; Depinay et al., 2004). E estimado que as regides montanhosas tropicais, assim
como areas da Africa e do Mediterraneo possam se tornar mais adequadas para transmissdo da
maléria devido as condi¢des climaticas futuras, contudo, é necessario considerar fatores
socioecondémicos, mudancas no padrdo de uso do solo, crescimento populacional,
urbanizacdo, mudancas na migracdo e o desenvolvimento econdmico(Blanford et al., 2013;
Caminade et al., 2014; Paaijmans; Cator; Thomas, 2013).

O potencial acréscimo na propagacdo do mosquito vetor da malaria deve-se a melhor
adequacdo das espécies as novas condicdes climaticas, o que facilita o aumento da
distribuicdo geografica dos vetores e da doenca, estacbes de transmissdo mais longas e
expansdo da doenca principalmente em zonas temperadas, particularmente sob maior
condicdo de emissdo de gases do efeito estufa. E importante considerar, no contexto das CC e

da epidemiologia da malaria, que o desenvolvimento do parasito e transmissdo é multifatorial
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e complexo, e envolve vetores e parasitos com biologia e ecologia diferenciais (Paaijmans et
al., 2010; Pascual et al., 2006).

Alteracdes climaticas influenciam a sobrevivéncia e a historia de vida das espécies
de Anopheles de diferentes maneiras (Hay et al., 2010). As CC caracterizadas principalmente
pelo aumento das temperaturas medias, podem reduzir a longevidade, voo, taxas de
sobrevivéncia, tamanho dos adultos e eficacia dos inseticidas em anofelinos vetores e de
forma contraditoria aumentar as taxas de fecundidade, probabilidades de acasalamento,
sangue ingerido no repasto, busca pelo hospedeiro e taxas de picada Ademais, aumentos na
temperatura sdo responsaveis por promover reducdo do tempo de desenvolvimento
esporogobnico do Plasmodium (Miller et al., 2002; Pascual et al., 2006a; Patz et al., 2000).

Conhecer como as CC impactam no ciclo de vida e ecologia de distintos vetores da
malaria € importante, ja que pode fornecer evidéncias para intervencbes futuras na
epidemiologia e distribuicdo da malaria (Lyons; Coetzee; Chown, 2013) e a magnitude da
dependéncia da dindmica populacional de vetores e CC permanecem incertos (Craig; Le
Sueur; Snow, 1999; Lafferty D, 2009; Sutherst, 2004). Além disto, as informacdes obtidas
principalmente em condicdes laboratoriais podem facilitar a construcdo de modelos baseados
em processos de risco da malaria e o desenvolvimento de sistemas de alerta precoce para
epidemias (Bayoh; Lindsay, 2004; Christiansen-Jucht et al., 2015). Até entdo, poucos
trabalhos tém concentrados esforcos para avaliar todas as condi¢cdes de vida do mosquito
(formas imaturas e maturas) de uma mesma espécie e das condicdes prospectadas pelo IPCC
em condic¢des simuladas. Além disto, a. maior parte dos estudos realizados que avaliam o
efeito de condi¢bes ambientais, em especial das temperaturas, séo feitas para vetores
Africanos. Neste trabalho avaliou-se como efeitos dos cendrios climaticos futuros
prospectados pelo 5° Relatério do IPCC (AR5) pode interferir no fitness reprodutivo e na

sobrevivéncia de Anopheles aquasalis, um importante vetor da malaria na Ameérica Latina.

MATERIAL E METODOS

Espécimes de Anopheles aquasalis entre o primeiro e 0 segundo estagio larvar foram
obtidas da coldnia bem estabelecida na Unidade de Pesquisa Nelson Ferreira Fé da Fundagédo
de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), Manaus-Amazonas. A
colonia é a 24-26 ° C e umidade relativa de 70-80% em um ciclo claro-escuro de 12:12h.

Fémeas adultas, ingurgitadas apds repasto sanguineo em camundongo foram colocadas em
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postura forcada entre 2 a 3 dias. As larvas obtidas ap06s a eclosdo dos ovos eram mantidas em
temperatura ambiente em agua contendo sal na concentracéo final de 2g/L, e alimentadas uma
racdo para peixes TetraMin® (Madison, Wisconsin, EUA) foi fornecida diariamente. As
larvas foram deixadas em fase de pupa e se tornaram adultas em uma gaiola fechada coberta
de malha com &gua fornecida e alimentadas ad libitum por sete dias, até novo repasto e nova

postura forcada (Pimenta et al., 2015).

Aclimatacdo em cenarios climaticos experimentais

Cerca de 6.000 mil larvas entre o primeiro e o segundo estagio larvar foram
aclimatadas em 4 cenarios (1500.000 larvas por cenério) simulados conforme definicdo do
IPCC- 5 no laboratorio de Evolucéo e Eco fisiologia Molecular (LEEM) do Instituto Nacional
de Pesquisa na Amazoénia (INPA). A instalacdo experimental consiste em salas climaticas
(microcosmos) de 25 m® com condi¢gbes de temperatura, luminosidade, umidade e
concentracdo de CO2 eletronicamente controladas a partir de sensores fixados a 40 metros
atras do LEEM na reserva florestal do INPA -3.097789, -59.986630. As informac6es coletadas
pelos sensores sdo transmitidas em tempo real para as 4 salas cujas condi¢cdes ambientais séo
ajustadas conforme parametros definidos pelo IPCC-5 (ref) e apresentam as seguintes
caracteristicas (i) Cenario RCP 4.5 (brando, +1,0 °C e +250 ppm CO 2 no cenario atual); (ii)
Cenéario RCP 6.0 (intermediario, +2,5 °C e +400 ppm CO 2 acima do cenario atual) e (iii)
Cenario RCP 8.5 (extremo, +4,5 °C e +850 ppm CO 2 acima do cenario atual) (63,67-69) e
iv) sala de controle (cenério atual) que reproduz as condi¢des de temperatura e concentracdo
de CO2 presentes na floresta onde estdo instalados os sensores. Um sistema proporcional
integral derivado monitorava e ajustava 0s parametros ambientais a cada dois minutos em
cada microcosmo baseado na sala de controle. Um grupo controle com condigdes de

colonizagdo previamente estabelecida foi considerado.

Avaliagdo do Fitness reprodutivo An. aquasalis nos diferentes cenarios climaticos

Trés grupos experimentais de trés geragdes consecutivas foram formados utilizando
fémeas separadas aleatoriamente e individualmente em recipientes plasticos cercados por
papel de filtro dmido contendo 2% de solucdo salina imediatamente apds a refeicao
sanguinea. Foram utilizadas vinte fémeas totalmente penetraveis por teste, sendo cada fémea
considerada uma réplica para cada cenario analisado. As fémeas receberam solucdo de

sacarose a 10% ad libitum. O numero de ovos postos por fémea (fecundidade), o numero de



38

ovos que produzem larvas (eclosdo dos ovos) e 0 nimero de pupas que se desenvolveram a
partir de larvas foram contados no terceiro, quinto e sétimo dia apos a refeicdo de sangue.
Ovos, larvas e pupas foram transferidos para novos recipientes ap0s cada contagem para

aguardar o proximo desenvolvimento.

Comparacdo da sobrevivéncia de mosquitos em diferentes condicbes climaticas
simuladas

Foram utilizados um total 1.500 mosquitos, cada cenario recebeu 300 mosquitos.
Trés réplicas experimentais foram realizadas com trés distintas geracGes de acordo com 0s
cenarios climaticos a serem avaliados. Apds a eclosdo os mosquitos foram mantidos em
recipiente de 0,5 | para observacdo da mortalidade. Os insetos mortos foram removidos

diariamente até a finalizacdo dos mosquitos nas gaiolas e os dados foram registrados.

Andlise de dados

Todos os dados foram tabulados em planilhas do Microsoft Excel 2016®. Os
programas utilizados foram a lingugem R no ambiente de ambiente de desenvolvimento
integrado (IDE)Rstuido. Para verificacdo de normalidade usou-se um Teste de shapiro-wilk,
ANOVA foi utilizada para a distribuicdo paramétrica (Mortes de Mosquitos adultos ao longo
dos dias) e Friedman test para a ndo paramétrica (Morte de larvas ao longo dos dias),
avaliando a possibilidade de diferencas entre as triplicatas. Considerando diferenca estatistica
p-valor<0.05. O numero de individuos foram agrupados para analise de sobrevivéncia
utilizando Kaplan Meier, e posteriormente usou-se uma regressdao de Cox considerando o

risco em relacdo ao cendrio controle.

RESULTADOS

Para avaliacdo dos efeitos dos cenarios climéticos futuros sobre o fitness reprodutivo
do Anopheles aquasalis utilizou-se de trés geracGes em triplicata para os quatro cenarios
simulados utilizados no experimento, cada cenario continha triplicatas, e usando a Anova com
medidas de repeticdo verificou-se que ndo ha diferenca significativa entre as triplicatas
técnicas para os adultos, conforme a Tabela 1.


https://www.google.com/search?sca_esv=565090271&sxsrf=AB5stBhU_MVH09K_Gv0mqk69UBh6u4m_Fw:1694643402501&q=Kaplan+Meier&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwiqo5vQzqiBAxWuHLkGHZaPA_UQkeECKAB6BAgJEAE
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Tabela 1 — Analise de Anova com medidas repetidas para avaliacdo da existéncia de diferencia entre as triplicatas
técnicas, adulto.

Cenario Geracao DFn DFd ges P- Valor
1 2 28 1.14e-32 1
1 2 2 28 1.05e-32 1
3 1.44 20.2 0 1
1 2 28 1.45e32 1
2 2 2 28 0.000392 0.92
3 2 28 3.48e-32 1
1 2 28 1.16e-32 1
3 2 2 28 0 1
3 2 28 6.92e32 1
1 1.25 17.4 1.12e32 1
4 2 1.06 17.4 0 1
3 2 28 0 1

Utilizando a curva de Kaplan-Meier verificou-se que ndo houve diferenga significativa
entre 0s cendrios na taxa de sobrevivéncia dos adultos na geracdo 1, 2 e 3 (P > 0,71) (P >
0,41) (P > 0,66) respectivamente, mostrando que o tempo e morte de todos foram iguais,
conforme a Figura 1, também foi realizado uma analise de regressdo de Cox Tabela 2 usando
0 cenario controle como base, constatando -se que a temperatura e a umidade relativa tiveram
relacdo com a taxa de sobrevivéncia da G1 no RCP 4.5 (P < 0.001). Na G2 verificou-se que a
temperatura e a densidade de CO2 influenciaram na taxa de sobrevivéncia dos cenarios RCP
4.5 (P <0.001), RCP 6.0 (P <0.001) e RCP 8.5 (P < 0.001) conforme Tabela 3. Ja na G3 o0s
parametros de temperatura, umidade e CO2 tiveram relacdo na taxa de sobrevivéncia desta
geracdo nos trés cenarios Tabela 4. Observa-se que entre os cenarios ndo houve diferenca
significativa, porém quando se compara 0s cenarios com o cenario controle, os ajustes dos
pardmetros ambientais apresentam diferencas estatisticas e fator de risco para sobrevivéncia

dos adultos.



Figura 1 — Curva de sobrevivéncia dos adultos Geracédo 1
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Tabela 2 — Regressdo de Cox relagdo dos pardmetros ambientais na sobrevivéncia adultos G1.

Surv (DIA, MORT_TOTAL)

Predictors Estimates CI J2

Intercept 1.04 1.03 —1.04 <0.001
RCP4.5 1 1.00 —1.00 0.001
RCP6.0 1 1.00 —1.00 0.112
RCP8.5 1 1.00 —1.00 0.116
Temperatura 1 1.00 —1.00 <0.001
Umidade | 1.00 —1.00 <0.001
CcO2 1 1.00 —1.00 0.244

Observations 1200
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Figura 2 — Curva de sobrevivéncia dos adultos Geracéo 2
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Tabela 3 — Regressdo de Cox relagdo dos pardmetros ambientais na sobrevivéncia adultos G2.
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Surv (DIA, MORT _TOTAL)

Predictors Estimates CI p
Intercept 1 1.00 —1.01 0.134
RCP45 1.01 1.01 —1.01 <0.001
RCP6.0 1.02 1.02 —1.02 <0.001
RCP8.S5 1.04 1.03 -1.04 <0.001
Temperatura 1 1.00 —1.00 <0.001
Umidade 1 1.00 —1.00 0.045
CO2 1 1.00 —1.00 <0.001
Observations 1200



Figura 3 — Curva de sobrevivéncia dos adultos Geracéo 3
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Tabela 4 — Regressdo de Cox relagdo dos pardmetros ambientais na sobrevivéncia adultos G3.
Surv (DIA, MORT_TOTAL)
Predictors Estimates Cl p
Intercept 0.99 0.99 —1.00 0.002
RCP4.5 1.01 1.01 —1.01 <0.001
RCP6.0 1.02 1.01 —1.02 <0.001
RCP8.5 1.03 1.03 —1.04 <0.001
Temperatura 1 1.00 —1.00 <0.001
Umidade 1 1.00 —1.00 <0.001
CcO2 1 1.00 —1.00 <0.001

Observations

1186
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O teste ndo paramétrico Friedman foi realizado para avaliar a coeréncia das triplicatas
em estagios larvais, os resultados mostraram que ndo houve diferenga significativa entre as
triplicatas das larvas conforme Tabela 5.

Tabela 5 — Friedman test com medidas repetidas para avaliacdo da existéncia de diferencia entre as triplicatas
técnicas, Larva.

Cenario Geracgéo Friedman test

1 Friedman chi-squared = 4.6667, df = 2, p-value = 0.09697
Friedman chi-squared = 0.93333, df = 2, p-value = 0.6271
Friedman chi-squared = 0.21622, df = 2, p-value = 0.8975

Friedman chi-squared = 5.3529, df = 2, p-value = 0.06881
Friedman chi-squared = 0.56, df = 2, p-value = 0.7558
Friedman chi-squared = 2.1081, df = 2, p-value = 0.3485

Friedman chi-squared = 0.43902, df = 2, p-value = 0.8029
Friedman chi-squared = 0.94118, df = 2, p-value = 0.6246
Friedman chi-squared = 0.66667, df = 2, p-value = 0.7165

Friedman chi-squared = 5.2667, df = 2, p-value = 0.07184
Friedman chi-squared = 0.22222, df = 2, p-value = 0.8948
Friedman chi-squared = 6, df = 2, p-value = 0.05

W N RPlW DN RPIW DN RPRPWwDN

Através do teste de Kaplan-Meier verificou-se que para a taxa de sobrevivéncia das
larvas houve diferenca significativa entre os cenarios Figura 4. Figura 5, Figura 6 e em todas
as geracoes G1 (P < 0.001), G2 (P < 0.001) e G3 (P < 0.001) mostrando que as larvas no
cenario RCP 8.5 tém um curto periodo de vida maior mortalidade. A andlise de regressdo de
Cox Tabelas 6, Tabela 7 e Tabela 8, mostrou que a temperatura e 0 CO2 influenciaram a taxa
de sobrevivéncia das larvas no cenario RCP 6.0 e RCP 8.5 na G1. Na G2 estes mesmos
parametros influenciaram a sobrevivéncia nos trés cenarios. J& na G3 os trés parametros

influenciaram a sobrevivéncia das larvas nos cenarios RCP 6.0 e RCP 8.5.
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Figura 4 — Curva de sobrevivéncia larval geracdo 1
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Tabela 6 — Regressdo de Cox relagdo dos parametros ambientais na sobrevivéncia larval geracaol.

Surv (DIA, LARVAS_MORTAS)

Predictors Estimates Cl P
Intercept 1.02 1.02-1.02 <0.001
RCP 4.5 1 1.00-1.00 0.054
RCP 6.0 1 1.00-1.00 <0.001
RCP 8.5 1 1.00-1.00 <0.001

Temperatura 1 1.00-1.00 <0.001
Umidade 1 1.00-1.00 0.197
Cco2 1 1.00-1.00 <0.001

Observations

1415

Figura 5 — Curva de sobrevivéncia larval geragdo 2
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Tabela 7 — Regressdo de Cox relacdo dos pardmetros ambientais na sobrevivéncia das larvas geracao 2.

Control == RCP4.5 == RCP 6.0
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p < 0.0001
0 2 4 8 8 10 12 14 16 18 20
Time
Number at risk
2383 2383 2383 2383 2383 2383 2383 2383 2383 2381 2308
4736 4736 4738 4736 4736 4736 4736 4733 4700 4663 4630
3289 3289 3289 3289 3289 3289 3289 3252 3214 2740 2608
1488 1488 1488 1488 1488 1457 1275 1119 1049 1017 1017
0 2 4 8 8 10 12 14 186 18 20
Time

Surv (DIA, LARVAS_MORTAS)

Predictors Estimates Cl P

Intercept 1.04 1.03-1.05 <0.001
RCP 4.5 1 1.00-1.00 <0.001
RCP 6.0 1 1.00-1.00 <0.001
RCP 8.5 1.01 1.00-1.01 <0.001
Temperatura 1 1.00-1.00 <0.001
Umidade 1 1.00-1.00 0.014
CO2 1 1.00-1.00 <0.001

Observations

1225
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Figura 6 — Curva de sobrevivéncia larval geracédo 3
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Tabela 8 — Regressdo de Cox relacdo dos pardmetros ambientais na sobrevivéncia das larvas geracéao 3.

Surv (DIA, LARVAS_MORTAS)

Predictors Estimates Cl P
Intercept 0.99 0.99-1.00 0.001
RCP 4.5 1.00 1.00-1.00 0.843
RCP 6.0 0.99 0.99-0.99 <0.001
RCP 8.5 1.00 1.00-1.00 0.001
Temperatura 1.00 1.00-1.00 <0.001
Umidade 1.00 1.00-1.00 <0.001
Co2 1.00 1.00-1.00 <0.001

Observations 1968
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Os resultados da taxa média entre as triplicatas por geracdes estdo descritos na Tabela

9. Na Tabela 10 esta a analise entre as geragdes, onde observa-se diferencas significativas nas
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médias de larvas vivas nos cenérios RCP controle (P < 0.000319) e RCP 4.5 (P < 0.000474),
nas médias de pupas nos mesmos cenarios RCP controle (P < 0.000111) e RCP 4.5 (P <
0.000126), nas médias de sobrevivéncia dos individuos adultos RCP controle (P < 0.000148)
e RCP 4.5 (P < 0.000144). j& nas meédias de taxa de fecundidade observou-se diferenca
significativa entre as geracdes nos cenarios RCP controle (P < 0.0158) e RCP 6.0 (P <
0.0236).

A Tabela 11 e Figura 7 apresenta os resultados das taxas médias entre os cenarios onde
a maior média de larvas vivas e desvio padrdo encontrou-se no cenario RCP 6.0 - 1299 (
246.96 ), de pupas no mesmo cenario 1055 ( 235 ), de adultos no cenario RCP 4.5 - 993 (
434.07 ) e fecundidade no mesmo cenario RCP 4.5 -113 ( 13.36 ). Na&o houve diferencas
estatisticas na analise entre os cendarios conforme Tabela 12 e Figura 8.

Em relacdo as médias dos parametros ambientais verificaram-se que ha diferenca
significativas entre os cenarios conforme Figura 9, Figura 10, Figura 11, Figura 12, Figura 13

e Figura 14.

Tabela 9 — Taxa media das triplicatas entre as geraces.

o i Média na Média_de Média de_ Meédia de Fecundidade
Cenarios Geracéo entrada de larvas vivas pulpas Totais Adultos (DP) (DP)
Adultos (DP) (DP) (DP)
1 10 (0) 500 (0) 353 (19.14) 336 (18.52) 111 (4.58)
1 2 100 (0) 794 (82.5) 701 (76.43) 674 (72.06) 112 (11)
3 100 (0) 1060 (102.32) 908 (75.57) 876 (83.26) 83 (11.15)
1 100 (0) 501 (1.15) 443 (32.19) 433 (30.09) 106 (7.55)
2 2 100 (0) 1579 (153.5) 1374 (98.51) 1329 (99.03) 127 (12.01)
3 100 (0) 1469 (256.42) 1258 (173.3) 1216 (169.81) 106 (9.61)
1 100 (0) 1(304)0 1101 (80.79) 1012 (58.29) 103 (8.02)
3 2 100 (0) 1096 (145.45) 850 (113.99) 753 (83.51) 84 (7)
3 100 (0) 1461 (345.16) 1214 (311.69) 1131 (310.67) 78 (9.2)
1 100 (0) 506 (3.51) 371 (35.55) 329 (44.61) 66 (20.81)
4 2 100 (0) 496 (39.34) 339 (23.58) 270 (50.77) 70 (23.46)
3 100 (0) 516 (60.83) 347 (26.16) 252 (23.71) 41 (5)




Tabela 10 — Andlise entre as geracdes*.

Média de larvas vivas (DP)

Cenarios Geragéo Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
1 1,2,3 2 471362 235681 40.93 0.000319
2 1,2,3 2 2112353 1056176 35.48 0.000474
3 1,2,3 2 207320 103660 2.217 0.19
4 1,2,3 2 600 300.1 0.171 0.847

Média de pulpas Totais (DP)

Cenarios Geragéo Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
1 1,2,3 2 471791 235895 59.38 0.000111
2 1,2,3 2 1544211 772105 56.81 0.000126
3 1,2,3 2 208451 104225 2.68 0.147
4 1,2,3 2 1654 826.8 0.99 0.425

Média de Adultos (DP)

Cenarios Geracdo Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
1 1,2,3 2 446063 223031 53.67 0.000148
2 1,2,3 2 1428228 714114 54.17 0.000144
3 1,2,3 2 223278 111639 3.133 0.117
4 1,2,3 2 9235 4617 2.608 0.153

Fecundidade (DP)

Cenéarios Geracdo Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
1 1,2,3 2 1588.2 794.1 8.945 0.0158
2 1,2,3 2 840.7 420.3 4.294 0.0696
3 1,2,3 2 984.7 4924 7.461 0.0236
4 1,2,3 2 1504 752.1 2.238 0.188

*Test de ANOVA

Tabela 11 — Taxa média entre os cendarios

Cenarios ewti(:\ic?an;e Méd_ia de larvas Média (_ie pulpas Média de Adultos  Fecundidade
Adultos (DP) vivas (DP) Totais (DP) (DP) (DP)
1 100 (0) 785 (251.47) 654 (248.9) 628 (242.64) 102 (16.28)
2 100 (0) 1183 (535.14) 1025 (450.8) 993 (434.07) 113 (13.36)
3 100 (0) 1299 (246.96) 1055 (235) 965 (233.73) 88 (13.14)
4 100 (0) 506 (37.28) 352 (28.86) 284 (49.93) 59 (20.98)
Tabela 12 — Analise entre 0s cenarios*.
Cenarios Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Média de larvas vivas (DP) 1 850111 850111 2.492 0.122
Média de pulpas Totais (DP) 1 1117119 1117119 3.428 0.071
Média de Adultos (DP) 1 1119349 1119349 3.343 0.0744
Fecundidade (DP) 1 179 179.2 0.191 0.664

*Test de ANOVA



Figura 7 — Analise entre as geragdes
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Figura 9 — Pardmetros ambientais geracao 1
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Figura 10 — Variaveis ambientais geragdo 1
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Figura 11 — Pardmetros ambientais geracgéo 2
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Figura 13 — Parametros ambientais geracéo 3
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DISCUSSAO

Esse desenho experimental levou em consideracéo flutuacdes de temperatura, umidade
e CO2 no fitness reprodutivo de Anopheles aquasalis e na sobrevivéncia dos mosquitos em
condicBes de climaticas simuladas. Uma vez que mudancas climéticas, em especial a elevagdo
da temperatura, tende a causar mudancas na morfologia, como no fitness reprodutivo dos
insetos vetores alterando sua biologia, o que pode resultar em maior capacidade de transmitir
doencas (Chu et al., 2020).

Em um estudo de dinamica populacional dos insetos, tanto a taxa de desenvolvimento
quanto a supervivéncia até a fase adulta podem impactar as futuras geragdes das populacdes

dos mosquitos (Kirby; Lindsay, 2009). Neste trabalho mosquitos foram criados até a terceira
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geragdo, o qual mostrou que tanto a taxa de desenvolvimento quanto a sobrevivéncia dos
mosquitos adultos ndo foram afetadas quando feitas analises os cenarios, no entanto verifou-
se diferencas significativas quando realizada andlise entre geracGes. Distintos estudos
evidenciaram que fatores como temperatura, precipitacdo, umidade, densidade de mosquitos,
diversidade genética e capacidade de encontrar uma refeicdo sanguinea, alteram a
sobrevivéncia do mosquito (Gilles et al., 2011; Muriu et al., 2013; Tchuinkam et al., 2010).
Este estudo corroborou com esta pesquisa, pois fatores como temperatura, umidade e CO>
tiveram relacdo com as taxas de sobrevivéncia de todas fases de desenvolvimento do
mosquito.

Pesquisas laboratoriais sugerem gue temperaturas acima de 28°C sdo fatores de risco
gue podem resultar em maior taxa de mortalidade dos insetos 0 que reduz a incidéncia de
doencas transmitidas por eles, ou até mesmo a adaptacdo destes insetos a ambientes com
mudangas no clima, dando seguimento a transmissdo de parasitos (Chu et al., 2020). Neste
estudo, os cenarios 3 e 4 apresentam temperaturas acima de 28°C que resultaram em maior
numero de mortos. Ndo se deve ignorar que os fatores climaticos desenvolvem um importante
papel na sobrevivéncia dos mosquitos e na multiplicacdo dos parasitos nos vetores, pois em
regibes mais frias, estudos relatam que tanto os mosquitos como parasitos desenvolveram
estratégias de sobrevivéncia nos tempos de inverno e de seca (Meyer, 2001).

A influéncia dos Fatores como a temperatura e umidade sdo cruciais na transmissao da
maldria, pois estes sdo relevantes para o desenvolvimento, sobrevivéncia tanto dos vetores
quanto do parasita (Miller et al., 2002; Pascual et al., 2006b; Patz; Olson, 2006). Neste estudo
experimental observou-se que na geracdo 1, 0s parametros ambientais como a temperatura e
umidade tiveram influéncia na taxa de sobrevivéncia dos adultos no cenario chamado de RCP
4.5, na G2 foram a temperatura e densidade de CO2, ja na geracdo 3, a temperatura, umidade
e CO2 tiveram relagdo com a sobrevivéncia, 0 que demostra que esses fatores séo de grande
importancia na sobrevivéncia dos mosquitos adultos.

O ciclo de vida do mosquito é interdependente; assim, as condigdes ambientais e as
caracteristicas individuais em uma fase da vida afetam as outras fases da vida. Estudos
demostram que em regides com alta temperatura a fase larval dos anofelinos é mais rapida,
além disso, as fémeas fazem seu repasto sanguineo com maior frequéncia o que € conveniente
para a fecundidade (Cella et al. 2019). Neste experimento nos cenarios 3 e 4, que sdo de alta
temperatura ndo se observou que diminui¢cdo no tempo de desenvolvimento larval. Outros

estudos relataram que o aumento da temperatura também reduziu o desenvolvimento dos



54

estagios imaturos (Oliver; Brooke, 2017; Phasomkusolsil, 2011). Larvas de An. dirus e An.
sawadwongporni criadas a 30 °C apresentaram um tempo de desenvolvimento
significativamente menor (aproximadamente 7-8 dias) do que aquelas criadas a 23 °C (12-14
dias) (p <0,05) (Phasomkusolsil, 2011).

Altas temperaturas foram cruciais na diminui¢do do tempo de desenvolvimento larval
de An. Gambiae e aumento da mortalidade larval, e em temperaturas com intervalos variados
(Bayoh; Lindsay, 2004; Christiansen-Jucht et al., 2014). Este estudo apresentou resultados
significativos quanto a sobrevivéncia das larvas de Anopheles aquasalis em ambientes
simulados prospectados pelo AR5 do painel intergovernamental, e os parametros ambientais
como temperatura, Umidade e CO2 tiveram rela¢do com a taxa de sobrevivéncia.

Estagios imaturos de An. arabiensis foram mais tolerantes (em termos de
sobrevivéncia) a temperaturas mais elevadas que An. funestus e An. quadrianulado.
Temperaturas mais altas resultaram em larvas menores e diminuiram o tempo de eclosdo e
pupacdo(Agyekum et al., 2021). O tempo de eclosdo foi diminuido com o aumento da
temperatura, porém ndo interferiu na taxa de eclosdo dos ovos de Anopheles (Mamai et al.,
2018). Este estudo ndo apresentou menor tempo de eclosdo em nenhum dos cenarios
simulados. Estudos mostraram que ndo houve diferenca significativa (p > 0,05) entre a taxa
média de eclosdo dos ovos de An. dirus e An. sawadwongporni criados a 23 ° C e 30 ° C
(Phasomkusolsil et al., 2011). N&o houve diferenca significativa na taxa de fecundidade de

An. aquaslis (p > 0.664) neste trabalho em nenhum dos cenarios experimentais.

Christiansen-jucht et al., 2014 demostraram que a temperatura ambiental afeta a
sobrevivéncia de An. gambiae tanto durante seu estagio imaturo de desenvolvimento quanto
durante sua vida adulta. Esses autores mostraram que houve uma diminuicdo estatistica
significante na sobrevivéncia larval e do adulto a cada aumento de 4° C na temperatura
ambiente, aspecto que ja havia sido evidenciado em outros trabalhos prévios (Armstrong;
Bransby-Williams, 1961; Bayoh; Lindsay, 2004; Kirby; Lindsay, 2009). A taxa de
desenvolvimento pupar e eclosdo de ovos, neste estudo, ndo apresentou diferenca significativa
entre 0s cenarios, o que indica que os cenarios climaticos simulados ndo tiveram relagdo com
a taxa de eclosdo de ovos e o desenvolvimento das pupas. A limitagdo desse estudo se d& no
fato de que néo se utulizou para avaliar a longevidade, fémeas alimentadas com sangue para

mimetizar as condi¢fes ambientais.
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CONCLUSAO

Mudancas climaticas previstas pelo quinto relatério AR5 do Painel Intergovernamental
Sobre Mudancas Climaticas (IPCC) em condigdes experimentais ndo alteram a sobrevivéncia,
fecundidade, desenvolvimento larval e pupar dos mosquitos An. aquasalis importante vetor da
malaria. Embora as analises comparativas entre geracdes entre as geragdes mostrassem que 0s

parametros ambientais tém relacdo na taxa de sobrevivéncia das larvas.
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Abstract

Introduction: Increased international travel, globalization, and climate change are important
and significant factors in the introduction, establishment, and spread of vector-borne
pathogens such as the agents of arboviruses and malaria. The objective of this study was to
estimate the impact of climate change, using three future scenarios predicted by the fifth
report of the Intergovernmental Panel on Climate Change (IPCC), on mosquitos’ survival and
on Plasmodium vivax infection in Anopheles aquasalis, using the current scenario in the
Brazilian Amazon as control. Methods: Mosquitoes were obtained from a well-established
colony in the insectary and fed with infected patient blood samples containing P. vivax. Fully
engorged female mosquitos were placed in the different scenario conditions and evaluated
seven days after the infective blood meal for infection rates, and oocyst and infection
intensities. Results: All experimental groups showed infected P. vivax mosquitoes with
different infection rates (p=0.421) and infection intensities (p=0.68), however, there were no
statistical differences when comparing group against group. Infected mosquitoes acclimatized
in the scenarios (RCP 6.0 and RCP 8.5) had a lower probability of survival on the seventh day
than those in the environment control and experimental control (colonization insectary
conditions) in the infected (daily probability of survival:18.6-6.5%, RCP 6.0 and RCP 8.5
respectively, p>0.001). As for the group of uninfected mosquitoes, the lowest survival rates
were observed in the most extreme scenarios RCP 4.5 and RCP 8.5 (daily probability of
survival: 42-57.2%, RCP 4.5 and RCP 8.5 respectively, p>0.001). Conclusion: Climate
changes predicted by the IPCC under experimental conditions do not change the rates and
intensities of infection of An. aquasalis with P. vivax, although they have a significant impact
on the survival of mosquitoes, especially when infected and this interferes with the vector

capacity of A. aquasalis’ vector capacity to P. vivax.

Keywords: Climate changes, malaria, Anopheles aquasalis, Plasmodium infection,

Intergovernmental Panel on Climate Change.
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Introduction

Vector-borne diseases (VBD) represent an important public health and economic
problem worldwide (1-3). The socioeconomic impacts caused by VBD further increase health
inequalities and act as an important brake on socio-economic development (1). More than
80% of the global population is at risk of VBDs, especially arboviruses, and malaria (4).
Climate change is thought to be an important factor in introducing, establishing, and
disseminating VBDs (5,6). Climate change refers to long-term changes in weather conditions
and patterns of extreme weather events that include rising temperatures, changes in
geographic precipitation patterns, increased climate variability, and increased frequency and
severity of extreme weather events, which are indirectly reflected in changes in the quality of
water, air, food and consequent transmission and expansion of diseases (7—10).

Malaria is an infectious disease considered a major public health problem. In 2021,
there were estimated 247 million cases of malaria in 84 malaria-endemic countries (11). The
epidemiology of malaria is complex and multifocal and dependent on the ecology of the
vectors, parasite biology, the resistance and immunities of both humans and mosquitos, but it
is also highly impacted by abiotic factors such as temperature, precipitation, and humidity
(12-19). Understanding the relationship between climate change and malaria is essential and
needs to be carefully evaluated to predict transmission changes and future control measures
(19-23). An increase in temperature has important effects both on anophelines, on
Plasmodium sporogonial development, and on the effectiveness of insecticides directed to
Anopheles control (19-27). Anophelines are poikilothermic and temperature variations are
responsible for changing biting rates, blood digestion speed, gonotrophic cycle duration,
fecundity, time of development of immatures and adults, survival, and susceptibility to
insecticides (9,19,23,25,27-50). Higher temperatures have been associated with significantly
reduced sporogony development time (51). Temperature elevation alters the development of
the parasite in the vector, interfering with fertilization to the ookinete maturation (52-55).

Several modeling studies use climate change parameters defined by the
Intergovernmental Panel on Climate Change (IPCC) to predict the effect of climate change on
living organisms (58-60). The IPCC brings together scientists dedicated to evaluating and
preparing comprehensive reports with scientific, technical, and socioeconomic information
about climate change and its impacts, as well as proposing future climate change scenarios
that can be used in different studies (61,62). In 2014, the IPCC presented the 5" (AR-5)
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Report on Climate Change, predicting new scenarios with higher temperatures and higher
concentration rates of greenhouse gases released into the atmosphere. The new scenarios
presented ranges from optimistic (RCP 2.6, with an increase of 1.7°C and RCP 4.5, with a rise
of 2.6°C until 2100) to extreme (RCP 6.0, with an increase of 3.1°C and RCP 8.5, with a rise
of 4.8°C until 2100), which may be threatening to life on Earth (63).

In the current global context, it is essential to know what effects future climate changes
predicted by AR-5 may have on the infection rates of Anopheles populations by Plasmodium,
unveiling aspects related to the parasite-vector interaction and generating data for future
malaria transmission prediction models. . This study aimed to estimate the impact of climate
change, predicted by climate scenarios using three future scenarios indicated by the fifth
report of the IPCC, on mosquito survival and Plasmodium vivax infection in Anopheles

aquasalis, compared to the current scenario in the Brazilian Amazon.

Methods

Anopheles aquasalis rearing and maintenance

Anopheles aquasalis were obtained from a well-established colony in the insectary of
the Department of Entomology at the Fundagdo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira
Dourado (FMT-HVD), Manaus, Amazonas, Brazil. The mosquitoes were created according
to the methodology described by Pimenta et al. (64). Larvae were kept in a 2% saline solution
and fed with commercial ground fish food (TetraMin Flakes). Pupae were placed in cages
closed with mesh. Adults were fed ad libitum on 10% sucrose solution until one days before
infectious blood meals. All mosquitoes were reared at 26 °C, 70-80% relative humidity under
a light/dark photoperiod of 12/12 hours. Adult females three to five days old were used in all

experiments.

Blood collection

Adult volunteers (age > 18 years), living in the Manaus region (Amazon State, Brazil)
with P. vivax mono-infection diagnosed by blood smear, were recruited from the FMT-HVD.
All participants were instructed about the study, objectives, and methodologies. About 3 ml of
blood was collected by venipuncture and placed into a sterile heparinized vacutainer tube.

After blood collection, all patients received treatment as per the Brazilian Ministry of Health



64

treatment guidelines (65). This study was approved by the FMT-HVD Research Ethics
Committee(CAAE: 13127819.9.0000.0005).
Infection of Anopheles aquasalis mosquitoes by Plasmodium vivax via membrane feeding

assay

Adult mosquitoes were deprived of sugar solution overnight before infection and
separated into 10 experimental groups, two in each scenario, one being infected and the other
not. Blood samples infected by P. vivax were offered to groups of 150 An. aquasalis for about
30 to 90 min through membrane feeders at 37°C as previously described (66). Fully engorged
mosquitoes were transferred to rearing containers and placed in different simulated
experimental climate scenarios within an hour after the infection. mosquitoes were fed ad
libitum with 10% sugar solution until 7 days after infection when they were dissected and
analyzed for intensity and infection rates.

Simulations of climate change in microcosms

The experimental rooms consist of climatic rooms, of 25 m*® with temperature, CO>
concentration, air unit, and photoperiod automatically controlled under a real-time protocol,
according to the scenarios provided by the 5th report (AR-5) of the IPCC (2014) for the year
2100, namely, (i) Scenario RCP 4.5 (light, +1.0 °C and +250 ppm CO2 on current scenario);
RCP Scenario 6.0 (intermediate, +2.5 °C and +400 ppm CO: over current scenario) and RCP
Scenario 8.5 (extreme, +4.5 °C and +850 ppm CO: over current scenario) (63,67—69).

The control room (current scenario) reproduces the temperature and CO2 concentration
conditions in a natural state forest close to the laboratory, where sensors are installed. A
proportional integral derivative system monitored and adjusted environmental parameters
every two minutes in each microcosm based on the control room. The light-dark cycle was set
to 12:12h, and humidity was set as derived condition colonization scenario, 26°C-27°C, 70-
80% relative humidity under a light/dark photoperiod of 12/12 and whose aspects of
Plasmodium-vector interaction are reported in the literature was taken as a second control
(control room) (64,70-74).
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Evaluation of An. aquasalis with P. vivax in different climate scenarios

Seven days after the infective blood meal and acclimatization of the adult females in
the different scenarios, the midgut of females from all experimental groups was dissected in
phosphate saline solution (PBS), stained with a 0.1% commercial mercurochrome solution
(Merbromin®) and observed under an optical microscope to verify the presence of oocysts.
The intensity of P. vivax infection was determined by the median number of oocysts found
per dissected intestine, while the infection rate was determined by the ratio of the number of

intestines with oocysts to the total number of midguts dissected (64,70-74).

Statistical analysis

Data were tabulated in Microsoft Excel 2016® spreadsheets, and statistical analyses
were performed using GraphPad Prism® software (Prism 5.01; GraphPad Software Inc.) and
stata 17® software. Shapiro-Wilk test was used to verify the normality of the distribution.
Multiple-sample comparisons were analyzed using one-way ANOVA. A nonparametric
Kruskal-Wallis test with Dunn’s multiple comparisons post-hoc test was used for intensity
analysis, and for the infection rate with parametric distribution the ordinary one-way ANOVA
with Turkey’s multiple comparisons post-hoc test.

Further, mosquito survivorship in the different conditions was analyzed using the Kaplan-
Meier curve. In all tests, a p-value < 0.05 will be considered statistically significant.

Significant correlations with P values < 0.05 were considered significant.

Results

Variations in temperature, CO2 concentration and humidity during the days of
experiments in different rooms are represented in figure 1A. These variations represent the
complexity of the natural events that occur in the environment. The cumulative mean of
temperatures for each scenario was statistically different, with the average, minimum and
maximum being 27.60°C (30.0-22.2°C) for the controlled environment, 29.76°C (25.3-
37.1°C) for RCP 4.5; 30.68°C (25.6-37.6°C) for RCP 6.0; 32.23°C (27.5-39.4°C) for RCP
8.5; 25.60°C (18.25-27.2°C) for the experimental control. When the accumulated mean

humidity for each scenario was also statistically different, with the mean, minimum and



66

maximum of 72.23% (46.4-92.0%) for the environmental control, 73.20% (47- 92.6%) for
RCP 4.5; 76.124% (49.8-89.6%) for RCP 6.0; 73.40% (48-85.5%) for RCP 8.5; 67.94% (41-
79%) for the experimental control. The same occurred for an accumulated median of CO2 for
each scenario that presented mean, minimum and maximum of 431.52ppm (307-962ppm) for
the control environment, 582.12ppm (457-989ppm) for the PCR 4.5; 722.77ppm (433-
991ppm) for RCP 6.0; 1118.34ppm (533-1345ppm) for RCP 8.5 (Figura 1B and
Supplementar table 1).

All experimental groups had infected P. vivax mosquitoes, but with different infection
rates (F value= 1.001, p= 0.421 and Df=4) and infection intensities (Kruskal-Wallis H-test:
(4)=2.30, df = 4, p=0.68 ) (Figure 2). There were no statistical differences when comparing
group against group (Supplementary Table 2).

Infected mosquitoes acclimatized in the scenarios RCP 6.0 and RCP 8.5 had a lower
probability of survival on the seventh days post infection than those in the environment
control and experimental control (daily probability of survival=18.6-6.5%, RCP 6.0 and RCP
8.5 respectively, p>0.001). As for the group of uninfected mosquitoes, the lowest survival
rates were observed in the most extreme scenarios RCP 4.5 and RCP 8.5 (daily probability of
survival=42-57.2%, RCP 4.5 and RCP 8.5 respectively, p>0.001, Figure 3).

Discussion

Climate, in particular temperature, plays an important role in the dynamics and
distribution of malaria (9,16,19,29,37,75-80). The dynamics and distribution of human
malaria depend on the triad of interaction, parasites, mosquito vectors, and environment, the
temperature being one of the most important factors to define the transmission of malaria (12—
19). Temperatures and other climatic variants alter aspects of the vector's life and the
sporogony development of the Plasmodium, directly influencing vector competence and,
therefore, malaria transmission rates (9,19,23,25,27-40). In the present work, we showed that
climate changes predicted by the IPCC under experimental conditions do not change An.
aquasalis’ rates and intensities of infection with P. vivax, although they significantly impact
in the survival of mosquitoes, especially those infected ones.

This is the first work that evaluates how simulated climatic conditions predicted by the
IPCC for the future in microcosms can influence the sporogony P. vivax cycle. Until then,

studies that assessed these aspects using incubators, with or without constant temperatures,
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non-regulated laboratory ambient temperatures, and home environments, whose temperatures
were variable due to the local characteristics and materials of the houses, showed that changes
in environmental parameters, predominantly temperature, can have significant effects on the
dynamics of malaria transmission (42,55,81-85). Temperature influences the Plasmodium life
cycle, which affects the duration of the sporogony cycle and the longevity of the vector,
transmission intensity is generally considered to be greater in warmer conditions (18,85).
Most studies, whether in models of malaria in rodents, birds, lizards, and humans, have shown
that temperature increases have been associated with a reduction in the Plasmodium
development time in mosquito vectors (24,52,55,86-93). In the present study, we did not
evaluate the development time of the different phases of P. vivax in the midgut. However, we
showed that different temperatures do not interfere with the rate and intensity of oocysts in
the midgut of An. aquasalis.

The successful development of Plasmodium in the mosquito vector depends primarily
on the differentiation of sexual forms in the peripheral blood of the vertebrate host, on
exflagellation (male gametogenesis), a highly temperature-dependent process, on the vector-
Plasmodium combination and the immune response mounted by the vector against the
infection (94-100). (94-100). In general, the Plasmodium spp. complete their sporogonic
development inside the mosquito's midgut at a temperature range of 16-26°C (52,101). P.
berghei develops at a minimum temperature of 16°C, although Rastogi et al. (81) have shown
that the optimal development temperature of this species in the An. stephensi vector is 19 £10°
C; lower temperatures (16+ 1°C) delay sporozoite development in the oocysts without altering
the morphology of the parasite. However, according to these authors, higher temperature (26
+ 1°C) causes deterioration of all phases of the sporogony cycle. In vitro exflagellation
process is induced with temperature reduction (from 39° C in the vertebrate host to 20° C).
For P. falciparum the minimum and maximum temperature of sporogonic development is
18°C and 32°C, respectively, while for P. vivax the sporogony is completed within the
temperature range of 15 °C-17 °C to 30 °C in An. quadrimaculatus (101-103). In the present
work, we show that P. vivax in An. aquasalis can develop oocysts in the midgut at
temperatures ranging between 20.7 and 34.4 °C, a temperature range different from that found
previously, without, however, evaluating the development time.

Shapiro et al. (42), evaluatimg the pair An. stephensi and P. falciparum combination
show that it significantly affects the Anopheles vector competence at high temperatures.

Oketch et al.(82) evaluated the effect of microhabitat temperature on the initial development
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of P. falciparum in An. gambiae in incubators maintained at constant temperature (28 + 1 °C,
23% humidity); laboratory with unregulated temperature (28°C, 73%), temperature of a
canvas house (24°C, 32.5%), the temperature of a mud-walled house with thatched roof
(270C, 42%) and ironsheet-roofed house (27 £ 9.6% °C, 51%). Results show that natural
microhabitats did not influence infection rates in mosquitoes. Paaijmans et al (85) using the
rodent malaria model (P. yoelii) in An. stephensi infections showed that temperature does not
interfere in the baseline prevalence of infection, nor in the average number of oocysts per
midgut; however, the increase in temperature causes an increase in the parasite development
rates, with the first infectious mosquitoes being observed on the first 15th, 11th, 9th and 8th
days, when the temperatures were, respectively, 20°C, 22°C, 24°C, and 26°C. Noden et al.
(55) demonstrated that the reduction of temperatures (27°C to 21°C) significantly influences
the elongation of P. falciparum ookinete development in An. stephensi but not interfere
substantially with infection rates or ookinete or oocyst density. However, temperature
increase (from 21° to 30 °) significantly impacted parasite desirability and infection rates. In
the present work, we also showed that changes in temperature, humidity, and CO2
concentration do not interfere with the rates and intensities of infection but are responsible for
the increase in mortality of both infected and non-infected mosquitoes. High mortality rates
may interfere with the vectorial capacity of An. aquasalis to P. vivax.

It is recognized that temperature alone does not determine malaria transmission
(42,92). The effect of humidity and CO02 concentration on Plasmodium sporogonic
development has yet to be reported in the literature. Although Santos-Veiga et al. (104) and
Tiegang et al. (105) showed a significant effect of humidity on malaria transmission in two
semi-arid cities in India and southern China, respectively, concluding that climate change and
lack of hydrological planning can compromise efforts to eliminate malaria. High humidity
rates are responsible for changes in Anopheline life parameters (reproductive activity and
survival) (106-108). CO2 is essential for the growth of intraerythrocytic malarial parasites,
synthesizing pyrimidine through CO2 fixation and regulating intracellular pH (109).
However, its effect on the sporogony cycle is not known. In the present study, we show that
increases in temperature, CO2 concentration, and humidity positively correlate with An.
aquasalis mortality, and this interferes with the vectorial competence of this species.

This study has limitations: the time of development of the parasite was not evaluated
nor the viability of the sporozoites inside the oocysts and in the salivary glands these are

prospects for future studies.
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Conclusion

Climate changes predicted by the IPCC under experimental conditions do not change
rates and intensities of infection of An. aquasalis with P. vivax, although they significantly
impact the survival of mosquitoes, especially when infected, indirectly interfer with An.

aquasalis vector capacity to P. vivax.
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Figure 1: Temperature, humidity, and carbon dioxide mean concentration for each evaluation

scenario according to (A) days of infection and (B) accumulation of conditions over the entire

time of infection.
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Fugure 2: Effect of temperature, humidity, and CO: levels on Anopheles aquasalis infected
with Plasmodium vivax. The intensity of infection of each experimental group is presented in
the top graph as the oocyst number per midgut (dots); the black lines represent the mean
(Kruskal-Wallis H-test: (4)= 2.30 , df = 4, p= 0.68 ). The infection rate is represented in the
bottom graph as the percentage of P. vivax-infected mosquitoes (light blue pie section) (F

value= 1.001, p= 0.421 and Df=4). Experimental Control is the colonization of insectary

conditions.
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Figure 3: Percentage of Anopheles aquasalis survival until 8 days post. Plasmodium vivax

infection in different climatic conditions prospected for the future by the Intergovernmental

Panel on Climate Change
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Supplementaty table 1: Wilcoxon test results comparing group by group according to

temperature, humidity, and CO2 concentration.

Temperature
Envir. Control Exp. control RCP45 RCP6.0

Exp. control <0.01 - - -
RCP 4.5 <0.01 <0.01 - -
RCP 6.0 <0.01 <0.01 <0.01 -
RCP 8.5 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01
Kruskal-Wallis (X2) = 62733, df = 4, p-value < 0.01
Humidity
Exp. control 0.029 -
RCP 4.5 <0.01 <0.01
RCP 6.0 <0.01 <0.01 <0.01
RCP 8.5 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01
Kruskal-Wallis (X?) = 5464.7, df = 4, p-value<0.01
CO2 concentration
RCP 4.5 <0.01 - -
RCP 6.0 <0.01 <0.01 -
RCP 8.5 <0.01 <0.01 <0.01

Kruskal-Wallis (X?) = 150120, df = 3, p-value < 0.01
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Supplementary table 2: Wilcoxon test results comparing group by group in the intensity and
infection rate.

Group x Group p-Valor
Infection Intensity

Environment control Experimental control 0.88
Environment control RCP 4.5 0.88
Environment control RCP 6.0 0.88
Environment control RCP 8.5 0.98
control Experimental RCP 4.5 0.98
control Experimental RCP 6.0 0.98
control Experimental RCP 8.5 0.92
RCP 4.5 RCP 6.0 0.98
RCP 4.5 RCP 8.5 0.88
RCP 6.0 RCP 8.5 0.88

(Kruskal-Wallis H-test: (4)=2.30, df = 4, p=0.68)

Infection rate

Experimental control Environment control 0.99
RCP 4.5 Environment control 0.90
RCP 6.0 Environment control 0.45
RCP 8.5 Environment control 0.64
RCP 4.5 Experimental control 0.98
RCP 6.0 Experimental control 0.67
RCP 8.5 Experimental control 0.83
RCP 6.0 RCP 4.5 0.93
RCP 8.5 RCP 4.5 0.98
RCP 8.5 RCP 6.0 0.10

p-value=0.421 (ANOV) Tukey’s Test*
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6. CONCLUSAO

Mudancas climaticas previstas pelo quinto relatério AR5 do Painel
Intergovernamental Sobre Mudancas Cliamticas IPCC em condicoes experimentais nao
alteram a sobrevivéncia, fecundidade, desenvolviemnto larval e pupar., embora tenham
impacto na sobrevivéncia das larvas. Também no alteram as taxas e intensidades de infecgdo
de An. aquasalis com P. vivax , embora tenham um impacto significativo na sobrevivéncia
dos mosquitos, principalmente quando infectados e isso interfere na capacidade vetorial de A.

aquasalis para P. vivax.
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