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Figura 1: Distribuição das leishmanioses baseada em casos notificados. Evidência da 

presença da doença de acordo com a escala de cores, sendo verde ausente e em vinho áreas com 

alta transmissão. Os pontos em azul indicam pontos de ocorrência. Em (A) está representada a 

distribuição da leishmaniose cutânea, enquanto que em (B) a forma visceral (modificado de PIGOTT 

et al., 2014). 
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Figura 2: Ciclo da Leishmania nos hospedeiros vertebrados e invertebrados. Desenho 

esquemático demonstrando a manutenção do ciclo de transmissão da Leishmania que ocorre no 

flebotomíneo vetor e no hospedeiro mamífero (FRÉZARD, 2015). 





Le ishmania , 

Wolbachia  pipientis . 

Wolbachia pipientis

W. pipientis  



Plasmodium

 

W. pipientis  

W. pipientis  

W. pipientis  

W. pipientis



Figura 3: O fenômeno da incompatibilidade citoplasmática (IC) em insetos. Desenho 

esquemático demonstrando a diferença dos cruzamentos de insetos infectados e não infectados por 

W. pipientis. Em (A) temos o cruzamento dos não infectados pela bactéria, gerando descendentes; 

em (B) o cruzamento da fêmea infectada por W. pipientis e o macho não infectado, o que gera 

descendentes infectados pela bactéria; em (C) temos o fenômeno da IC, que ocorre quando machos 

infectados cruzam com fêmeas não infectadas, não gerando descendentes férteis; e em (D) o 

cruzamento de ambos insetos infectados, o que também gera descendentes infectados por W. 

pipientis. (modificado de: http://www.eliminatedengue.com/our-research/wolbachia). 
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Figura 4: Desenho esquemático representando as principais vias de imunidade de 

invertebrados. Através de estudos envolvendo a mosca Drosophila melanogaster, as principais 

vias de imunidade de invertebrados foram estabelecidas, sendo estas IMD, TOLL e JAK-STAT, 

além dos genes que regulam negativa ou positivamente, fatores de transcrição e efeitos causados 

nas células (modificado de SOUZA-NETO et al, 2009). 
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Figura 5: Gráficos de quantificação absoluta por qPCR de W. pipientis wMel à cada passagem 

das células. Foi possível observar o aumento da quantidade de W. pipientis nas células controle 

RML12 (A), o que não ocorreu nos frascos contendo as células de flebotomíneos ao longo das 

passagens, como demonstrado nas células Lulo (B, D e F) e LL-5 (C e E). Cada gráfico representa 

células infectadas à partir do mesmo extraído de W. pipientis e cada um dos pontos representam 

diferentes garrafas de celulas infectadas. C+: controle positivo. C-: controle negativo. 
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Figura 6: FISH com as células RML12 e Mos55 infectadas por wMel para validação do 

protocolo de infecção. Em (A) observamos as células RML12 e em (B), as células Moss55, ambas 

na 4a passagem após transferência para o frasco. Em (C) as células RML12 e em (D) as células 

Moss55, ambas na 7a passagem, onde podemos observar claramente a disseminação e 

estabelecimento de W. pipientis nas células de mosquitos em vermelho e, em azul, observamos o 

núcleo das células. 



Figura 7: FISH com as células LL-5 e Lulo para confirmar a infecção de W. pipientis. As 

células LL-5 (A) e Lulo (B) infectadas por wMel na 4ª passagem após infecção, e LL-5 (C) e Lulo (D) 

na 7a passagem pós-infecção, ambas com baixa densidade de W. pipientis, representada em 

vermelho e, em azul, observamos o núcleo das células. 
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Figura 8: FISH com as células controle de mosquitos e de flebotomíneos. Imagem das células 

controle de mosquitos em RML12 (A) e Mos55 (B), além de células de flebotomíneos, sendo LL-5 

(C) e Lulo (D), sem a presença de W. pipientis. Em azul, observamos o núcleo das células. 
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Figura 9: Teste de seleção das células de flebotomíneos com maior densidade da cepa da 

bactéria wMel. Foram feitos testes de seleção das células com maior densidade de W. pipientis 

com ambas as células LL-5 e Lulo. Cada ponto representa diferentes frascos de células 

provenientes de diferentes infecções por W. pipientis. C+: controle positivo. C-: controle negativo. 
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Figura 10: Comparação da densidade de W. pipientis entre as células aderidas e flutuantes 

nos frascos infectados com wMel. Nas células de mosquitos RML12 (A), não teve diferença 

significativa entre as células aderias e flutuantes. Em Lulo (B), a densidade de W. pipientis foi maior 

nas células aderidas. Nas células Lulo (C) e LL-5 (D), as células de flebotomíneos aderidas aos 

frascos também não apresentaram diferença estatística na densidade de W. pipientis em relação as 

células flutuantes. O gráfico apresenta a mediana e P≤0.05, sendo cada asterisco o nível de 

significância 
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Figura 11: Comparação das densidades de W. pipientis nas células de flebotomíneos após 

duas semanas sem passagem. Tanto nas células de mosquitos RML12 (A) quanto de 

flebotomíneos Lulo (B) e LL-5 (C), após duas semanas (T2) sem que fosse feita a passagem foi 

possível observar que não houve aumento significativo na densidade de W. pipientis em relação à 

passagem anterior (T1). As barras representam a mediana. C+: controle positivo e C-: controle 

negativo. 
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Figura 12: Acompanhamento das células de flebotomíneos infectadas por wMel, após 

modificações no protocolo de manutenção das células. Após diversas tentativas de 

modificações do protocolo, foi possível observar que a densidade desta cepa de W. pipientis 

continuou a diminuir ao longo das passagens nas células LL-5 (A) e Lulo (B). As barras representam 

a mediana. C+: controle positivo e C-: controle negativo. 

 

 



 
 

Figura 13: Ensaio de imunoflurescência com as células LL-5 e Lulo infectadas com wMel. Em 

(A) as células LL-5 estavam na sua terceira passagem, enquanto que em (B), as mesmas estavam 

na sétima passagem. Em (C), observamos as células Lulo também na terceira passagem e, em (D), 

na sétima passagem. Ambas as celulas com baixa densidade de W. pipientis, representada em 

vermelho, e, em azul, observamos o núcleo das células. 
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Figura 14: Gráfico representativo da quantificação absoluta da cepa wMelPop-CLA de W. 

pipientis nas células de flebotomíneos. Nas infecções iniciais de wMelPop-CLA em células de 

flebotomíneos, Lulo (A) apresentou uma densidade da bactéria mais constante nas primeiras 

passagens em comparação com LL-5 (B). C+: controle positivo, C-: controle negativo. 
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Figura 15: Quantificação relativa de W. pipientis, cepa wMelPop-CLA, nas células de 

flebotomíneos. Quantificação relativa da densidade de W. pipientis nas primeiras infecções das 

células LL-5 (A) e Lulo (D), por wMelPop-CLA. Cada barra representa células oriundas de diferentes 

infecções nas suas respectivas passagens. Confirmação da infecção através de FISH nas células  

LL-5 (B e C) e em Lulo (E e F), onde em vermelho observamos a bactéria e em azul o núcleo das 

células. 
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Figura 16: Gráfico representativo da variação da densidade de W. pipientis nas células Lulo e 

LL-5 infectadas com a cepa wMelPop-CLA. Cada barra representa a respectiva passagem das 

células e a quantificação relativa de W. pipientis utilizando os genes wsp e GAPDH. Em (A), 

observamos a variação da densidade de W. pipientis as células Lulo ao longo das passagens e, em 

(D), nas células LL-5. Em (B) e (E) observamos a densidade de W. pipientis (em vermelho) nas 

células de flebotomíneos e, em (C) e (F) observamos o núcleo das células controle (em azul). C+: 

controle positivo, C-: controle negativo. 
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Figura 17: Estágios iniciais das principais vias da resposta imune inata das células LL-5 após 

infecção por W. pipientis. Detecção de W. pipientis, cepas wMel (cinza) e wMelPop-CLA (preto) 

através da expressão relativa do gene wsp (A). Expressão dos genes Cactus e Dorsal da via Toll (B 

e C), Caspar e Relish da via IMD (D e E), reguladores da via JAK-STAT (F e G). As barras 

representam fold change em relação as células controle, com a média e desvio padrão de três 

replicas biológicas coletadas nos tempos de 6 h, 12 h, 24 h, 48 h e 72 h pós infecção. Valores de P: 

* P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, e ****P<0.0001. 
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Figura 18: Estágios iniciais da expressão de AMPs e estresse oxidativo das células LL-5 após 

infecção por W. pipientis. Expressão dos AMPs nas células LL-5 infectadas com as cepas wMel 

(cinza) e wMelPop-CLA (preto): Attacina (A), Cecropina (B), Defensina 1 (C) e Defensina 2 (D). As 

barras representam fold change em relação as células controle, com a média e desvio padrão de 

três replicas biológicas coletadas nos tempos de 6h, 12h, 24h, 48h e 72h pós infecção, sendo em 

cinza após o contato com a cepa wMel e em preto com a cepa wMelPop-CLA. Valores de P: * 

P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, e ****P<0.0001. 
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 Figura 19: Estágios iniciais da expressão de genes relacionados ao estresse oxidativo das 

células LL-5 após infecção por W. pipientis. Expressão de genes nas células LL-5 infectadas 

com as cepas wMel (cinza) e wMelPop-CLA (preto): iNOS, Catalase e SOD3A (A, B e C). As barras 

representam fold change em relação as células controle, com a média e desvio padrão de três 

replicas biológicas coletadas nos tempos de 6h, 12h, 24h, 48h e 72h pós infecção, sendo em cinza 

após o contato com a cepa wMel e em preto com a cepa wMelPop-CLA. Valores de P: * P<0.05, 

**P<0.01, ***P<0.001, e ****P<0.0001. 
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Figura 20: Gráfico da quantificação relativa de wMelPop-CLA nas células de flebotomíneos 

para estudo da expressão gênica do sistema imune. Dados representativos de dois 

experimentos, sendo que, em (A), observamos a densidade de W. pipientis presente nas células 

Lulo em comparação com o controle e, em (B), nas células LL-5. As barras representam a mediana 

de cada grupo com o intervalo interquartil das amostras. 
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Figura 21: Resultados da comparação da expressão de genes de imunidade entre as células 

Lulo infectadas por wMelPop-CLA e não infectadas. Nas células Lulo infectadas por W. pipientis, 

todos os genes selecionados apresentaram-se significativamente menos expressos em comparação 

com as células controle, com exceção de Relish e os peptídeos antimicrobianos Attacina, Cecropina 

e Defensina 1, os quais não apresentaram diferença significativa. O gráfico apresenta a mediana 

com intervalo interquartil e P≤0.05, sendo cada asterisco o nível de significância. 
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Figura 22: Resultados da comparação da expressão de genes de imunidade entre as células 

LL-5 infectadas por wMelPop-CLA e não infectadas. Nas células LL-5 infectadas por W. pipientis, 

nenhum dos genes selecionados apresentaram diferença significativa em comparação com as 

células controle. O gráfico apresenta a mediana com intervalo interquartil e P≤0.05.
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Figura 23: Interação entre Leishmania (L.) infantum e linhagens celulares Lulo infectadas e 

não infectadas por W. pipientis. Representação gráfica da percentagem de células de 

flebotomíneos contendo Leishmania nos períodos de 2, 24, 48 e 72 horas de co-incubação. A 

infecção por Leishmania foi realizada em três diferentes grupos de estudo, sendo em preto o grupo 

de células Lulo com alta densidade de W. pipientis (razão de 10 bactérias por célula); em cinza, 

células Lulo com baixa densidade de W. pipientis (razão de 5 bactérias por célula); e em branco as 

células Lulo controles (não infectadas pela cepa wMelPop-CLA de W. pipientis). Não foi observada 

diferença estatística entre os grupos e tempos estudados, P>0.05. 
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Figura 24: Efeito da bactéria W. pipientis na quantidade de vírus endógenos presentes 

nas células Lulo. Após obtenção da infecção estável por W. pipientis, verificamos a 

quantidade de vírus presente nestas em comparação com as células controle. A quantificação 

dos vírus LV1 e LV2 foram normalizados com o gene constitutivo GAPDH. *P <0,05. 
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Figura A1: Diferentes concentrações de DNA para padronização da técnica LAMP. Foram 

utilizados iniciadores baseados no gene Rps6 para A. aegypti, WD0550 para as cepas wMel e 

wMelPop de W. pipientis e 16S como controle da reação. Utilizando 1, 2 3 e 5uL de DNA foi 

possível obter amplificação de todos os iniciadores. Resultados em gel de agarose 1.5% 

corado com RedSafe. 
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Figura A2: LAMP com amostras de ovos de mosquitos A. aegypti selvagem e infectados 

com a cepa wMel. As reações especificas para W. pipientis (wMel.F) e mosquitos selvagens 

não infectados (WT) foram analisadas após duas horas de incubação. É possível ver as 

amostras positivas em azul e negativas em roxo para o gene Rps6 de A. aegypti e WD0550 de 

W. pipientis. 
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Figura A3: LAMP com o novo corante para as cepas wMel/wMelPop e para o mosquito A. 

aegypti. Confirmação da especificidade para as cepas wMel/wMelPop, em relação à diferentes 

cepas de W. pipientis (A) e para Aedes aegypti (B). Em amarelo as amostras positivas e em 

rosa as amostras negativas. 
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Figura A4: LAMP com o Master Mix colorimétrico em amostras de campo. Placa 

representando amostras de mosquitos A. aegypti coletadas no norte da Austrália e detecção da 

cepa wMel. Em amarelo as amostras positivas e em rosa as amostras negativas. 
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