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RANGEL, Francys Andreina Avendaño. Deleção direcionada de centrina em Leishmania 

braziliensis utilizando CRISPR-Cas9: Geração de uma linhagem atenuada para 

imunoprofilaxia. 2023. 91 f. Tese (Doutorado em Programa de Pós-graduação em Ciências da 

Saúde) – Universidade Federal da Bahia, Faculdade de Medicina, Salvador, 2023.  

 

RESUMO 

 

As Leishmanioses são doenças tropicais negligenciadas e não exitem vacinas para uso humano. 

Na América Latina, a Leishmania braziliensis é o principal agente causador da leishmaniose 

tegumentar. Aqui, visando o desenvolvimento de uma cepa atenuada de L. braziliensis com fins 

de imunoprofilaxia, nós empregamos a tecnologia CRISPR/Cas9 com sucesso. Geramos uma 

linhagem de parasitas transgênicos expressando Cas9 e T7 RNA polimerase, a qual foi empregada 

para a deleção direcionada de centrina, uma proteína do citoesqueleto envolvida na duplicação do 

centrossoma em eucariotos. O sequenciamento do genoma completo de L. braziliensis deficiente 

em centrina (LbCen-/-) não indicou a presença de mutações fora do alvo. In vitro, as taxas de 

crescimento de promastigotas de LbCen-/- e de tipo selvagem foram semelhantes, mas os 

amastigotas axênicos e intracelulares de LbCen-/- mostraram um fenótipo multinucleado, com 

sobrevivência diminuída em macrófagos infectados. Após a inoculação experimental em 

camundongos BALB/c, a LbCen-/- não induziu o desenvolvimento de lesões e os parasitas foram 

eliminados rapidamente. Porém, a imunização com LbCen-/- não conferiu proteção contra um 

desafio subsequente, diferentemente de outras linhagens com esta mesma deficiência. A resposta 

imune induzida pela inoculação com LbCen-/- foi caracterizada por níveis significativamente mais 

elevados de IL-4 e IL-10, não observados em camundongos leishmanizados com LbWT. Portanto, 

a imunização com LbCen-/- não é capaz de induzir uma resposta imune do tipo Th1, tornando os 

camundongos suscetíveis a desafios e a LbCen-/- não pode reproduzir a imunidade observada na 

leishmanização. Em conclusão, a deficiência da centrina em L. braziliensis causa atenuação do 

parasita, interrompe a capacidade de causar doença, mas não é capaz de estimular uma resposta 

imune protetora 

 

Palavas-chave: Leishmania braziliensis, CRISPR-Cas9, Leishmaniose cutânea, vacina atenuada, 

imunização. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

RANGEL, Francys Andreina Avendaño. Targeted deletion of centrin in Leishmania 
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immunoprophylaxis. 2023. 91 f. Tese (Doutorado em Programa de Pós-graduação em 
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ABSTRACT 

 

Leishmaniases are neglected tropical diseases and there are no vaccines for human use. In Latin 

America, Leishmania braziliensis is the main causative agent of tegumentary leishmaniasis. Here, 

aiming at the development of an attenuated strain of L. braziliensis for immunoprophylaxis 

purposes, we successfully employed the CRISPR/Cas9 technology. We generated a line of 

transgenic parasites expressing Cas9 and T7 RNA polymerase, which was employed for the 

targeted deletion of centrin, a cytoskeletal calcium-binding protein involved in centrosome 

duplication in eukaryotes. Whole genome sequencing of centrin deficient L. braziliensis (LbCen-

/-) did not indicate the presence of off-target mutations. In vitro, growth rates of LbCen-/- and 

wild-type promastigotes were similar, but axenic and intracellular LbCen-/- amastigotes showed a 

multinucleated phenotype with impaired survival in infected macrophages. After experimental 

inoculation in BALB/c mice, LbCen-/- failed to induce lesion development and the parasites were 

rapidly eliminated. Furthermore, immunization with LbCen-/- did not confer protection against 

subsequent challenges, unlike other centrin-deficient leishmanias. The immune response induced 

by inoculation with LbCen-/- was characterized by significantly higher levels of IL-4 and IL-10, 

not observed in mice leishmanized with LbWT. Therefore, immunization with LbCen-/- is not 

capable of inducing a Th1-type immune response, making mice susceptible to challenges, and 

LbCen-/- cannot reproduce the immunity observed in leishmanization. In conclusion, centrin 

deficiency in L. braziliensis causes parasite attenuation, interrupts the ability to cause disease, but 

otherwise cannot stimulate a protective immune response. 

 

 

Keywords:  Leishmania braziliensis, CRISPR-Cas9, Cutaneous Leishmaniasis, attenuated 

vaccine, immunization. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), causada pelas parasitas intracelulares do 

gênero Leishmania sp, é um espectro de doenças transmitidas por insetos vetores, que tem uma 

incidência de 1 milhão de novos casos por ano e 350 milhões de indivíduos vivendo sob risco 

de infeção (REV. em Burza et al., 2018). A Leishmania (Viannia) braziliensis é o mais 

importante agente causal da LTA, doença que afeta pele e mucosa. A forma clínica mais comum 

da LTA é chamada leishmaniose cutânea localizada (LCL), cujas maiores taxas de prevalência 

têm sido relatadas no Afeganistão, Irã, Síria, Argélia, Brasil e Colômbia (Alvar et al., 2012). 

Nas Américas, a LCL no Novo Mundo é causada principalmente por L. braziliensis, L. 

guyanensis, L. amazonensis e L. mexicana (REV. em Grimaldi Jr et al., 1989). A LTA pode 

ainda se apresentar sob outras formas: a leishmaniose cutânea difusa (LCD), na qual o paciente 

é acometido por múltiplos nódulos múltiplos não ulcerativos e a leishmaniose mucosa (LM), 

caracterizada por uma inflamação exacerbada e destrutiva das mucosas. No entanto, a LCL é a 

manifestação mais frequente e é caracterizada por lesões cutâneas crônicas simples ou 

múltiplas, desenvolvidas no local da inoculação dos parasitas (REV. em Reithinger et al., 2007). 

Na região Nordeste do Brasil, LCL e LM são predominantemente causados por L. braziliensis 

(Rosa et al., 1988) enquanto a LCD é mais comumente causada por L. amazonensis (Bittencourt 

et al., 1989).  

Atualmente, não existem vacinas para prevenção a leishmaniose, assim o controle dos vetores 

e os tratamentos com quimioterápicos são os métodos usados para controlar a doença. No 

entanto, formas resistentes aos medicamentos têm-se desenvolvido (Sundar et al., 2000) e a 

necessidade de medidas de imunoprofilaxia continua sendo urgente. A indução de proteção 

duradoura em pacientes curados indica que o desenvolvimento de imunidade contra a 

Leishmania é possível (REV. em Modabber, 1995), mas até o momento, uma vacina baseada 

em parasitas vivos (leishmanização) foi a única intervenção bem-sucedida contra a 

leishmaniose (Kamesipour et al., 2005; Nadim et al., 1983). No entanto, esta alternativa não é 

mais viável por questões de segurança. Diante da eficácia da leishmanização na indução de 

imunidade protetora, uma abordagem que vem sendo elaborada é o desenvolvimento de 

linhagens de parasitas atenuados para uso vacinal. Neste caso, os parasitas são igualmente 

capazes de infectar as células hospedeiras, permitindo ao sistema imune interagir com todo o 

repertorio de antígenos dos parasitas, mas sem causar lesão ou doença (REV. em Saljoughian 

et al., 2014; REV. em Selvapandiyan et al., 2006).  
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Diante desta perspectiva, diferentes técnicas têm sido utilizadas para geração de parasitas 

atenuados. Dentre as técnicas mais importantes ressaltamos a manipulação genética da 

Leishmania para geração de fenótipos atenuados (Selvapandiyan et al., 2001; REV. em 

Selvapandiyan et al., 2006; Zhang et al., 2020; Volpedo et al., 2022a). Esta manipulação visa 

produzi/r fenótipos atenuados, os quais podem ser utilizados como candidatos vacinais, como, 

por exemplo, a L. donovani deficiente no gene que codifica uma Centrina (LdCen-/-). O produto 

do gene da centrina é uma das proteínas regulatórias requeridas para duplicação ou segregação 

dos centrossomas em eucariotas superiores e dos corpos basais em eucariotas inferiores (Wiech 

et al., 1996) e a centrina é descrita como um dos fatores essenciais na divisão celular na 

Leishmania (Selvapandiyan et al., 2001). Assim, a deleção da centrina na L. donovani não afeta 

o crescimento dos promastigotas in vitro, porém a duplicação das formas amastigotas dos 

parasitos é afetada. Os amastigotas mostram falhas na duplicação de corpos basais e na 

citocinese, resultando em grandes células multinucleadas in vitro e em macrófagos humanos ex 

vivo (Selvapandiyan et al., 2004; Selvapandiyan et al., 2009). A LdCen-/- tem sido testada como 

candidato vacinal em diferentes modelos pré-clínicos de leishmaniose. A imunização com 

LdCen-/- induz a diferenciação de células Th1 polifuncionais, secretoras de citocinas (INF-γ, 

IL-2 e TNF), uma resposta indicativa de proteção. Além disso, a proteção induzida por LdCen-

/- é de longa duração, o que sugere uma forte indução da resposta das células T de memória 

(Selvapandiyan et al., 2009; Fiuza et al., 2013; Avishek et al., 2016).  

 Mais recentemente, o desenvolvimento de técnicas de manipulação genética mais 

modernas, que não envolvem recombinação homóloga como CRISPR-Cas9 permitiu se avançar 

na geração de novas linhagens de leishmania modificadas. A técnica de CRISPR-Cas9 tem 

permitido a deleção de diversos genes na Leishmania sp, incluindo, BTN1 (Ishemgulova et al., 

2018) e LeishlF4E-3 (Shrivastava et al., 2019), genes que codificam proteínas quinase (Baker 

et al., 2021) e proteínas flagelares (Beneke et al., 2019), assim como LPG2 (Jesus-Santos et al., 

2020), RAD (Damasceno et al., 2020), centrina (Zhang et al., 2020; Volpedo et al., 2022a) etc. 

A partir desta ferramenta, neste trabalho, nós utilizamos CRISPR-Cas9 para modificar 

geneticamente L. braziliensis, gerando uma linhagem deficiente em centrina. Esta linhagem foi 

então caracterizada quanto à sua virulência e, posteriormente, investigada como candidato 

vacinal para a LCL causada por L. braziliensis. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL  

 

 Avaliar a capacidade protetora de uma linhagem de L. braziliensis deficiente em 

centrina, empregando um modelo pré-clínico de LCL. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Gerar uma cepa geneticamente modificada de L. braziliensis, deficiente em centrina 

(LbCen-/-); 

 Caracterizar a capacidade de infecção e a resposta imune inata de LbCen-/- in vitro; 

 Avaliar o resultado da infecção de camundongos com LbCen-/- quanto ao 

desenvolvimento de lesão e carga parasitária bem como a resposta imune induzida após 

a infecção; 

 Avaliar a capacidade protetora de LbCen-/-, em comparação com a proteção induzida 

por leishmanização. 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

 

3.1 OS PARASITAS DO GÊNERO LEISHMANIA 

 

O gênero Leishmania pertence à classe Kinetoplastea (Kinetoplastida) e à ordem 

Trypanosomatida. Os kinetoplastídeos possuem uma grande mitocôndria contendo DNA, 

chamada de kinetoplasto. Até o momento, tem sido descritas mais de 50 espécies de 

Leishmania, as quais podem infectar mamíferos e répteis, as quais são transmitidas por insetos 

hematófagos da família Psychodiidae, comumente chamados flebotomíneos. Destas, 31 

espécies infectam mamíferos e 20 são consideradas patogênicas para o homem (AKHOUNDI 

et al., 2016). 

As Leishmanias são parasitas protozoários intracelulares e cada espécie possui 

características individuais no ciclo de vida, do qual participam de hospedeiros vertebrados e 

vetores flebotomíneos (BURZA et al., 2018; LAINSON, 2010). Estes parasitas podem causar 

diferentes formas da doença, tanto afetando a pele e as mucosas, quanto atingindo órgãos como 

fígado e baço, chegando a ser fatais em alguns casos (BURZA et al., 2018). O ciclo de vida das 

diferentes espécies de Leishmania é mantido pela transmissão entre um inseto flebotomíneo e 

um hospedeiro mamífero, apresentando duas formas principais: a forma amastigota aflagelada, 

encontrada nos hospedeiros vertebrados, e a forma promastigota flagelada, encontrada nos 

flebotomíneos. Na classificação taxonômica das diferentes espécies de Leishmania, as mesmas 

foram agrupadas em dois subgêneros principais denominados Leishmania e Viannia, segundo 

o local onde acontece a fase de desenvolvimento no intestino do vetor (LAINSON, 2010). Em 

2018 foi criado o subgênero Mundinia, o qual abriga espécies de Leishmania que causam 

doença no homem e em animais, tal como L. (Mundinia) martininiquensis e L. (Mundinia) 

orientalis (SERENO, 2019).  

 

3.2 AS LEISHMANIOSES 

 

As leishmanioses são doenças de caráter zoonótico e antroponótico, não contagiosas, 

causadas pela infeção com parasitas protozoários do gênero Leishmania, que ocorre pela picada 

de insetos flebotomíneos (KAYE; SCOTT, 2011; AKHOUNDI et al., 2016). Estas doenças, 

apresentam-se principalmente em áreas de pobreza e escassez de recursos humanos e 

econômicos para controle, sendo consideradas como doenças tropicais negligenciadas (DTN). 

Os países em desenvolvimento são os mais afetados e cerca de 12 milhões de pessoas, 
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encontram-se infectadas. As leishmanioses são endêmicas na América do Sul e Central, África 

do Norte, Oriente Médio e algumas partes da Ásia (ALVAR et al., 2012).   

As leishmanioses podem se apresentar de diferentes formas, sendo o resultado de vários 

fatores, como a espécie de Leishmania, a quantidade de parasitas inoculados, a virulência da 

cepa, o perfil genético do hospedeiro e a resposta imunológica desenvolvida. As leishmanioses 

recebem duas classificações clínicas básicas: leishmaniose visceral (LV), que é uma forma 

clínica potencialmente fatal caso não seja tratada de forma adequada, e a leishmaniose 

tegumentar (LT) que varia desde lesões cutâneas localizadas a lesões difusas e disseminadas ou 

mucocutâneas (PACE, 2014). 

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é um sério problema de saúde pública, 

tendo uma incidência anual entre 1 e 2 milhões de novos casos (SCOTT; NOVAIS, 2016) e 

incidência crescente na última década (ALVAR et al., 2012). A leishmaniose cutânea localizada 

(LCL) é a forma clínica mais comum da LTA e é causada por diferentes espécies de Leishmania, 

tanto do subgênero Leishmania quanto Viannia. Os seguintes países abrangem entre o 70% a 

75% da incidência global de LCL estimada no mundo: Afeganistão, Argélia, Colômbia, Brasil, 

Irã, Síria, Etiópia Sudão do Norte, Costa Rica e Peru (ALVAR et al., 2012; AKHOUNDI et al., 

2016). No Brasil, a LTA é causada principalmente por L. braziliensis e L. amazonensis 

(GONTIJO; CARVALHO, 2003). Durante o ano de 2021, o Brasil reportou 15.023 casos de 

Leishmaniose Cutânea/Mucosa (PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZAON, 2022), sendo 

que a maior parte deles foi causada por L. braziliensis. Esta espécie tem uma ampla distribuição 

geográfica, ocupando desde a América Central até o norte de Argentina. No Brasil, a L. 

braziliensis já foi isolada de diferentes vertebrados como roedores silvestres, felídeos, 

marmotas, canídeos e equídeos, porém o papel desses animais no ciclo de transmissão não está 

bem descrito (MARZOCHI; MARZOCHI, 1994; BRASIL, 2017).  

 

3.3 FORMAS CLÍNICAS DA LEISHMANIOSE 

 

Distintas espécies de Leishmania podem causar diferentes manifestações clínicas, 

variando na severidade, desde lesões cutâneas auto curativas até doença visceral com risco de 

vida.  

A leishmaniose visceral (LV), também conhecida como kala-azar, é caracterizada pela 

visceralização dos parasitas, podendo ser causada pelas espécies L. infantum e L. donovani. De 

acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS), houve quase 13.000 casos de LV em 

2020 (RUIZ-POSTIGO et al., 2021). A doença é endêmica em mais de 70 países, afetando uma 
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população estimada em 200 milhões de pessoas (BURZA et al., 2018). Nesta doença, uma vez 

que os parasitas infectam a pele, após a transmissão pelo inseto vetor, eles são fagocitados por 

células do sistema retículo endotelial e infectam principalmente macrófagos do fígado, baço e 

a medula óssea. Após uma proliferação rápida dos parasitas nestes órgãos, os indivíduos 

afetados podem apresentar hepatoesplenomegalia e supressão das funções da medula (EVANS; 

KEDZIERSKI, 2012). O período de incubação pode variar de 2 a 6 meses e uma vez que os 

parasitas se estabelecem nos órgãos e nódulos linfáticos, os sintomas da LV aparecem. As 

manifestações clínicas se caracterizam por uma infecção sistêmica, apresentando febre 

prolongada, perda de peso e apetite, fadiga, tosse, dor abdominal, edema e diarreia, assim como 

também aumento do baço, fígado e nódulos linfáticos, pancitopenia, anemia e 

hipergamaglobulinemia (CHAPPUIS et al., 2007). A LV pode existir de forma assintomática 

ou subclínica, mas se a imunidade do indivíduo for comprometida, a doença pode surgir 

(CHAPPUIS et al., 2007). Se a doença não for tratada, a taxa de mortalidade pode chegar a 

100% em 2 anos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2022). O risco de morte é maior em 

crianças, indivíduos desnutridos e pessoas com sistema imunológico enfraquecido, incluindo 

HIV/AIDS e outras co-infecções (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2022). 

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é um sério problema de saúde pública, 

tendo uma incidência anual entre 1 e 2 milhões de novos casos (ALVAR et al., 2012; SCOTT; 

NOVAIS, 2016) e vem apresentando uma incidência crescente na última década (ALVAR et 

al., 2012). A LTA pode se apresentar em três formas clínicas principais: A leishmaniose cutânea 

localizada (LCL), leishmaniose cutânea disseminada (LD) e leishmaniose cutânea difusa (LCD) 

(MARZOCHI; MARZOCHI, 1994b). A leishmaniose cutânea localizada (LCL), a forma mais 

comum da LTA, é causada por várias espécies de Leishmania tanto do subgênero Leishmania 

quanto Viannia. Uma vez que os parasitas podem causar diferentes tipos de lesões crônicas na 

pele que curam lentamente (SCOTT; NOVAIS, 2016), pacientes com LCL correm o risco de 

apresentar deformidades na pele e estigmatização, levando-a a ser considerada como uma 

doença ocupacional (BURZA et al., 2018; BRASIL, 2016).  

A L. braziliensis é o mais comum agente causal da LCL na América do Sul. Diferencia-

se de outras leishmanioses por sua cronicidade, latência e tendência a metástase no hospedeiro 

humano (OLIVEIRA; BRODSKYN, 2012). A patologia desenvolvida pela infeção por L. 

braziliensis é causada principalmente pela resposta inflamatória associada à infeção, ao invés 

do crescimento descontrolado do parasita (SCOTT; NOVAIS, 2016) e há duas formas 

subclínicas diferentes: a Leishmaniose cutânea localizada (LCL) e a leishmaniose mucosa 

(LM), quando ocorre disseminação do parasita para o trato nasofaríngeo (BURZA et al., 2018). 
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Logo após a infeção por L. braziliensis, ocorre um grande aumento do linfonodo que drena o 

local da infeção, e depois se desenvolve uma pápula no local da picada do flebotomíneo, que 

se transformará numa úlcera após 1-4 semanas (BARRAL et al., 1992; BARRAL et al., 1995). 

A formação de pápula eritematosa é seguida de um nódulo e depois o surgimento de úlceras 

múltiplas na pele, com formato redondo ou ovalado, bordas proeminentes, eritematosas e de 

fundo granuloso (GUIMARÃES et al., 2005), localizadas nas áreas expostas à picada do vetor 

flebotomíneo. A cura ocorre ao longo de meses ou anos, podendo ocasionar cicatrizes e 

alterações na pigmentação da pele. Nos locais endêmicos para L. braziliensis, 1 a 10% dos casos 

progridem para LM, caracterizada por lesões altamente inflamatórias, sendo descrita como uma 

complicação metastática da LCL (Amato et al., 2008). Menos prevalente, a LD é também uma 

forma metastática da LCL. Esta apresenta na forma de numerosas lesões acneiformes/papulares 

em duas ou mais regiões não contíguas (TURETZ et al., 2002). 

Atualmente, as opções de tratamentos para a leishmaniose tegumentar continuam sendo 

os antimoniais pentavalentes. A terapia local, com os antimoniais pentavalentes, é preferida em 

pacientes com menos de 5 lesões, enquanto um tratamento sistémico é considerado para 

pacientes com múltiplas lesões. Este tratamento possui importantes limitações como alta 

toxicidade e efeitos secundários além de crescentes relatos relacionados à resistência (VRIES; 

SCHALLING, 2022). 

 

3.4 RESPOSTA IMUNE CONTRA LEISHMANIA  

 

De maneira geral durante uma infeção experimental com Leishmania, a resposta imune 

inata é mediada por células fagocíticas e o principal mecanismo efetor é a produção de espécies 

reativas de oxigênio (ROS) (SCOTT; NOVAIS, 2016). No início da infecção, os parasitas são 

fagocitadas pelas células locais, nas quais é formado o fagolisossomo, de interior ácido. Dentro 

destas organelas, as formas promastigotas se transformam em formas amastigotas, resistentes 

(CECÍLIO et al., 2014). Como mencionado acima, a produção de ROS, decorrente da explosão 

respiratória, e a produção de óxido nítrico (NO), decorrente da ativação da NO sintase induzível 

por IFN-γ, são os dois principais mecanismos de controle da Leishmania. Durante o início da 

resposta imune, as citocinas IFN-γ e TNF atuam sinergicamente para promover a ativação de 

macrófagos e assim eliminar as Leishmanias.  No entanto, embora o NO seja o principal 

mediador da morte de Leishmania em camundongos, os papéis relativos de ROS e NO para o 

controle da leishmaniose humana permanecem desconhecidos (SCOTT; NOVAIS, 2016). 
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De acordo com a literatura, tanto os camundongos C57BL/6 quanto BALB/c são 

resistentes à infecção por L. braziliensis, pois as lesões cutâneas apresentadas são autolimitadas 

e curam de forma espontânea (CHILDS et al., 1984). Também, sabe-se que o controle da L. 

braziliensis em camundongos BALB/c depende do IFN-γ, mas precisa-se de um equilíbrio nas 

respostas Th1/Th2, com a presença de células secretoras de IFN-γ, IL-4 e IL-10 (DE MOURA 

et al., 2005). Além disso, várias citocinas inflamatórias têm sido associadas à gravidade da 

doença, incluindo interleucina 17, interleucina 1B e fator de necrose tumoral (TNF) 

(VORONOV et al., 2010; GONZALEZ-LOMBANA et al 2011). Rocha et al. (2007) 

demonstraram o papel essencial de algumas moléculas na infeção experimental com L. 

braziliensis, tais como IL-12, STAT4, iNOS e TNF, as quais são necessárias para a cura. IL-12 

e STAT4 são importantes para prevenir a visceralização do parasita, enquanto iNOS exerce 

ume efeito anti-leishmania na pele e no linfonodo de drenagem. Por outro lado, diferente de L. 

major e L. mexicana, a NADPH não é importante na infecção por L. braziliensis. Observou-se 

também a presença de L. braziliensis nos linfonodos de drenagem em camundongos curados, 

demonstrando falha na eliminação completa dos parasitas após resolução das lesões (ROCHA 

et al., 2007).  

Na LC humana, a resposta imune inata envolve principalmente aos neutrófilos 

infectados que produzem espécies reativas de oxigênio (ROS) e secretam altos níveis de 

citocinas e quimiocinas inflamatórias que estimulam o recrutamento de macrófagos, neutrófilos 

e linfócitos T pro-inflamatórios para o local da infeção (CONCEIÇÃO et al., 2016; 

CARVALHO et al., 2022). Já os macrófagos podem fagocitar neutrófilos apoptóticos que 

abrigam parasitos viáveis, o que permite a entrada silenciosa do parasito sem ativação do 

fagócito, estimulando assim a produção de citocinas moduladoras pelos macrófagos, como 

TGF-β e IL-10, e favorecendo o estabelecimento da infecção (VAN ZANDBERGEN, et. al., 

2004; REGLI et al., 2017). Os parasitos presentes no fagolisossomo dos macrófagos são 

resistentes e se multiplicam mesmo nesse ambiente hostil. Para a eliminação dos parasitas, 

ocorre uma produção exagerada de NO que pode contribuir para o dano tecidual, observado 

principalmente na leishmaniose mucocutânea (LM) (SCOTT; NOVAIS, 2016).  

Na LC, a formação da úlcera é resultado da exacerbada ativação do sistema imunológico e do 

recrutamento de células inflamatórias. A ativação dessas células induz uma resposta 

inflamatória crônica que contribui para a necrose do tecido (MONTOYA et al., 2018). Durante 

a infecção primária, as células T CD8+ nos linfonodos produzem IFN-γ, crítico para o 

desenvolvimento das células Th1 CD4+ e para a ativação de macrófagos para eliminar o 

parasita. Por outro lado, as células T CD8+ que migram para as lesões produzem pouco IFN-γ 
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e exibem um perfil citotóxico, levando a uma resposta inflamatória exagerada que promove 

danos tecidual. Vacinas que induzam células T CD8+ produtoras de IFN-γ podem ser protetoras, 

enquanto as imunoterapias que diminuem a citotoxicidade das células T CD8+ ou seus 

mediadores são uma estratégia promissora para reduzir a patologia. (NOVAIS; SCOTT., 2015; 

CARVALHO et al., 2022). Sendo assim, o equilíbrio entre as respostas do tipo 1 e tipo 2 é 

determinante para o desenvolvimento da doença, podendo evoluir para formas mais graves ou 

autolimitadas (NOVAIS; SCOTT., 2015). 

 

3.5 VACINAS CONTRA A LEISHMANIOSE  

 

 Na leishmaniose humana, os indivíduos infectados por Leishmania desenvolvem 

imunidade à reinfecção ao longo da vida, após a cura espontânea ou quimioterapêutica, 

mostrando que é possível induzir imunidade específica. Isto foi experimentalmente 

demonstrado na leishmanização, a qual provou ser eficaz para prevenir a doença. A técnica foi 

utilizada como uma vacina profilática em Israel e no Irã nas décadas de 1970 e 1980, 

empregando parasitas derivados de lesões ativas e crescidos in vitro (KHAMESIPOUR et al., 

2006). Entretanto, o fato de o parasita perder virulência após seguidas subculturas in vitro 

comprometeu sua capacidade de causar lesões e, consequentemente, a eficácia da 

leishmanização como estratégia profilática. Outros problemas relatados foram o 

desenvolvimento de lesões crônicas (KHAMESIPOUR et al., 2012), a falta de padronização e 

controle de qualidade, além do risco de desenvolvimento de leishmaniose disseminada em 

indivíduos imunocomprometidos (GILLESPIE et al., 2016). Essas dificuldades inviabilizaram 

o uso da leishmanização com método de imunoprofilaxia e o foco do desenvolvimento de 

vacinas voltou-se para o uso de vacinas de subunidades, parasitas mortos ou de parasitas 

atenuados.  

 As vacinas que utilizam o parasita completo expõem o indivíduo a todo o repertorio 

antigênico do mesmo, incluindo os padrões moleculares, os quais são necessários para a 

ativação adequada do sistema imunológico. A alternativa mais segura para esse tipo de 

vacinação seria a utilização de parasitas mantidos in vitro e mortos por meio de métodos 

químicos (MARZOCHI et al., 1998) ou submetidos ao aquecimento e autoclavagem 

(ARMIJOS et al., 2004; DE LUCA et al., 1999; VELEZ et al., 2000). Estudos pioneiros 

conduzidos no Brasil mostraram que a imunização com promastigotas mortas levou à conversão 

do teste de Montenegro para positivo (indicador de geração de hipersensibilidade do tipo tardia, 

DTH) em pelo menos 74% dos voluntários (MAYRINK et al., 1985; MENDONCA et al., 
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1995). Entretanto, a imunização rendeu baixa eficácia protetora  (50%) nos estudos clínicos de 

fase II, o que foi atribuído à baixa incidência de leishmaniose na área estudada, naquele período 

(MAYRINK et al., 1985). Além disso, a imunização com parasitas mortos ou autoclavados 

induziu a geração de resposta imunológica majoritariamente composta por células T CD8+ (DE 

LUCA Et al., 1999; MENDONCA et al., 1995), enquanto indivíduos com infecção ativa 

apresentam resposta predominante de células T CD4+. Esse achado evidencia que a imunização 

com parasitas mortos induz uma resposta imunológica muito diferente daquela induzida por 

infecção ativa, o que também pode estar relacionado à baixa eficácia observada nos ensaios 

clínicos. Desta maneira, adjuvantes como BCG (MOMENI et al., 1999), hidróxido de alumínio 

(alum) (KENNEY et al., 1999) ou oligonucleotídeos de CpG (CpG-ODN) (VERTHELYI et al., 

2002) passaram a ser incorporados à formulação de vacinas mortas, de forma a compensar sua 

baixa imunogenicidade. Em um estudo clínico realizado no Equador, a imunização com três 

cepas locais de Leishmania preservadas com fenol, acrescido de BCG, utilizado como 

adjuvante, conferiu alta proteção (72,9%) em crianças (ARMIJOS et al., 1998). No entanto, 

resultados diferentes foram observados em dois estudos realizados com populações 

naturalmente expostas a leishmania, nos quais a imunização com L. major autoclavada + BCG 

(MOMENI et al., 1999) ou L. amazonensis morta por timerosal + BCG (VÉLEZ et al., 2005) 

não induziu proteção maior que a observada no grupo que recebeu apenas BCG. Além dos 

resultados contraditórios obtidos em ensaios clínicos, existem dificuldades para a produção de 

vacinas mortas respeitando bons padrões de fabricação clínica, reforçando a necessidade de 

busca por alternativas. 

Um outro tipo de abordagem que vem sendo utilizado é o uso de parasitas vivos 

atenuados por deleção de genes. Esse tipo de vacina também pode mimetizar o curso natural da 

infeção pelo parasita (Figura 1), podendo assim gerar respostas imunes similares (MOREIRA 

et al., 2023, SOLANA et a., 2021). Tais vacinas têm a vantagem de expor o hospedeiro a uma 

grande gama de proteínas e antígenos do parasita, sem que haja desenvolvimento da doença 

(SELVAPANDIYAN et al., 2006; SELVAPANDIYAN et al., 2009). 
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Figura 1- Proteção conferida por vacinas vivas atenuadas. 

Fonte: (Solana., et al. 2021). 

 

Dey et al. (2013) deletaram o gene que codifica a proteína p27 em L. donovani (Ldp27-

/-) e, mais recentemente em L. major (Lmp27-/) (ELIKAEE et al., 2018), gerando linhagens 

atenuadas. A p27 faz parte do complexo mitocondrial do citocromo c oxidase, envolvida na 

síntese de ATP. Na infeção experimental com essas linhagens ocorre um aumento nos níveis 

de NO, citoninas pro- e anti-infamatórias e na produção de IFN-γ por células T CD4+ e T CD8+, 

gerando diminuição na carga parasitária. A vacinação com Ldp27-/- ou Lmp27-/- se mostrou 

segura pois não causou lesão e conferiu proteção duradoura contra um desafio virulento, tanto 

homologo quanto heterólogo (ELIKAEE et al., 2018; ELIKAEE et al., 2019; ELIKAEE et al., 

2022). Outros genes que têm sido deletados do genoma da L. donovani, gerando linhagens 

atenuadas e com capacidade de induzir proteção contra desafios virulentos incluem arabino-

1,4-lactona oxidase (ALO), Fructosa-1-6-bifosfatasa (FBP), transportador de folato/biopterina 

(BT1), componente não catalítico do complexo GPI-manosiltransferase (GPI-MTI). Também 

o gene que codifica a proteína de choque térmico 70 (HSP70) e a Proteína 1 relacionada ao 

Regulador de Informação Silenciosa 2 (SIR2) foram deletados do genoma da L. infantum, 

gerando linhagens atenuadas que, quando usadas como candidatos vacinais, conferem proteção 

contra infecção virulenta (MOREIRA et al., 2023). 
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Até o momento, a LEISH‑ F2, uma vacina composta de uma proteína artificial 

codificada por três genes: O tiol-específico antioxidante (TSA) homologo da L. major, a 

proteína 1 de estres induzível da L. major (LmSTI1) e o fator de alongamento e de iniciação 

(LeIF) da L. braziliensis encontra-se em ensaio clínico fase I. A vacina ChAd63‑ KH, a qual 

emprega o adenovírus de símios ChAd63 codificando o gene KH, composto por dois antígenos 

de L. donovani, KMP-11 e HASPB (MOAFI et al., 2019) também se encontra em ensaio clínico. 

Para esta, os resultados mostraram que a vacina ChAd63-KH apresentou reações adversas 

mínimas em pacientes leishmaniose visceral e induziu forte resposta imune (YOUNIS et al., 

2021). 

 

3.6 MANIPULAÇÃO GENÉTICA DA L. BRAZILIENSIS 

 

A manipulação genética dos parasitas do gênero Leishmania tem se mostrado 

desafiadora desde as primeiras tentativas, devido à sua extensa plasticidade genômica 

(YAGOUBAT et al., 2020; STERKERS et al., 2014) e à presença de genes multicópias e 

polissomias, por exemplo (ROGERS et al., 2011; LAFFITTE et al., 2016). Embora exista uma 

alta sintenia entre os genomas de diferentes espécies de leishmania, a L. braziliensis possui 

características únicas, como elementos transponíveis, genes que codificam a maquinaria para 

RNA de interferência e pseudogenes (PEACOCK et al., 2007; LYE et al., 2010; LLANES et 

al., 2015). No entanto, apesar de ser responsável pela maioria dos casos de leishmaniose cutânea 

nas Américas, a L. braziliensis tem sido uma espécie negligenciada em termos de 

desenvolvimento de ferramentas/métodos moleculares ou mesmo de estudos mais 

aprofundados. Neste sentido, a adaptação recente da edição de genes baseada em CRISPR-Cas9 

para leishmania tem permitido uma mudança neste cenário. O método CRISPR-Cas9 mostrou-

se mais eficiente do que a recombinação homóloga tradicional para modificar genes em 

Leishmania, permitindo a exclusão ou interrupção de genes, a introdução de mutações 

específicas e marcar genes endógenos com ou se adição de marcadores de seleção. Além disso, 

os sistemas CRISPR estáveis conseguiram deletar genes presentes em várias cópias e em 

cromossomos múltiplos, identificar genes essenciais e criar rearranjos cromossômicos 

específicos em Leishmania (ZHANG; LYPACZEWSKI; MATLASHEWSKI, 2020). 

Foram relatados cinco sistemas CRISPR para uso em Leishmania até o momento, sendo 

dois de expressão estável e três transitórios. Nos sistemas de expressão estável, a nuclease Cas9 

e o RNA guia (gRNA) são expressos continuamente nos parasitas por meio de vetores de 

expressão, com o gRNA transcrevendo a partir do promotor U6 ou do promotor do RNA 
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ribossômico. No sistema transitório baseado na RNA polimerase T7, os genes da nuclease Cas9 

e da polimerase T7 RNA são integrados ao genoma do parasita e expressos continuamente. A 

edição de genes é realizada por meio da co-transfecção transitória de promastigotas expressando 

Cas9 e T7 RNA com modelos de gRNA e DNA doador contendo marcadores de seleção de 

antibióticos ou etiquetas de proteínas fluorescentes. Outro sistema transitório envolve a 

transfeção direta de células de Leishmania expressando Cas9 com gRNA sintetizado in vitro e 

um doador de marcador de seleção de antibiótico. O terceiro sistema utiliza uma proteína 

recombinante purificada Cas9 de Staphylococcus aureus (SaCas9) complexada com gRNA 

sintetizado in vitro para formar um complexo ribonucleoproteico (RNP). A edição de genes é 

alcançada pela transfeção dos parasitas com o RNP (ZHANG; LYPACZEWSKI; 

MATLASHEWSKI, 2020). 

O uso de CRISPR-Cas9 em L. mexicana está bem documentado na caracterização de 

genes essenciais necessários para ubiquitinação/ desubiquitinação (DAMIANOU et al., 2020); 

validação de fatores de virulência, LeishIF4E-3 e LmxM.22.0010, os quais codificam a proteína 

cap-binding e BTN,1 respectivamente (ISHEMGULOVA et al., 2018; SRIVASTAVA et al., 

2019) e para a criação de uma biblioteca de mutantes deficientes para proteínas flagelares 

(BENEKE et al., 2019). Curiosamente, a edição do CRISPR-Cas9 foi usada para provar a 

resistência à paromomicina em L. infantum (BHATTACHARYA et al., 2020) e para determinar 

vias de deficiência imunológica no flebotomíneo Phlebotomus papatasi, vetor para L. major 

(LOURADOUR et al., 2020). 

Baseado nesses achados, nós usamos o toolbox LeishGEdit CRISPR (BENEKE et al., 2017: 

BENEKE; GLUENZ, 2019) para gerar uma cepa de L. braziliensis deficiente em centrina. O 

toolbox LeishGEdit CRISPR é uma tecnologia CRISPR-Cas9 baseada em PCR, livre de 

clonagem, que abrange a expressão de sgRNAs in vivo, com base na transcrição T7-RNAP 

(Beneke et al., 2017). Este método permite a manipulação rápida e escalável do genoma de 

Leishmania, uma grande vantagem especialmente para L. braziliensis, uma espécie associada a 

manifestações clínicas graves, como a leishmaniose mucosa e disseminada, responsável pela 

maioria dos casos de CL nas Américas (DAVID; CRAFT, 2009).  

O LeishGEdit CRISPR foi aplicado pela primeira vez para gerar uma L. mexicana imóvel, 

deficiente em PF16 (BENEKE et al., 2017). Recentemente, Adaui et al. utilizaram esta 

ferramenta para gerar uma linha de L. braziliensis (PER005) deficiente em HSP-23 e HSP-100, 

recapitulando o fenótipo observado em mutantes nulos de L. donovani HPS23 e mostrando a 

viabilidade do CRISPR para a manipulação genética de L. braziliensis (ADAUI et al., 2020). 

Espada e colaboradores (2021), também utilizaram a tecnologia CRISPR/Cas9 para modificar 
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geneticamente L. braziliensis. Para isso, eles modificaram o plasmídeo pTB007 para permitir a 

integração no locus da β-tubulina no genoma da L. braziliensis (M2903) e assim alcançar a 

expressão estável e constitutiva de Cas9 e T7 RNA polimerase, sem a necessidade de seleção 

de droga para manutenção do plasmídeo. Não foram encontradas diferenças no crescimento dos 

parasitas Lb Cas9/T7 comparado com a LbWT. A funcionalidade da linha Lb Cas9/T7 foi 

comprovada usando o gene da proteína flagelar PF16 como alvo para deleção, gerando uma 

linha celular imóvel (ESPADA et al., 2021). 

 

3.7 LEISHMANIA DEFICIENTE EM CENTRINA 

 

Trabalhos iniciais demonstraram que a deleção do gene da centrina 1, por meio de 

recombinação homóloga, substituindo o gene da centrina por genes de resistência a antibióticos, 

resultou numa cepa de L. donovani atenuada (SELVAPANDIYAN et al., 2001; 

SELVAPANDIYAN et al., 2004). A centrina é uma proteína do citoesqueleto importante para 

a divisão celular, a qual é requerida somente na fase de replicação intracelular do parasito. 

Embora a deleção da centrina na L. donovani não afete o crescimento dos promastigotas, essa 

deficiência bloqueia o crescimento das formas amastigotas. Assim, os amastigotas apresentam 

falhas na duplicação de corpos basais e na citocinese, formando grandes células multinucleadas, 

tanto in vitro como ex vivo e resultando na morte apoptótica do parasita, o qual passa a ser 

facilmente eliminado pelo sistema imune (SELVAPANDIYAN et al., 2009). A partir destas 

observações, a LdCen-/- passou a ser estudada com um candidato vacinal, exatamente por 

mostrar um crescimento atenuado in vitro. Em camundongos, a imunização com LdCen-/- 

induziu proteção duradoura contra o desafio homólogo ou heterólogo usando cepas virulentas 

de L. donovani, L. braziliensis e L. mexicana. A proteção foi observada pela redução da carga 

parasitária no baço e no fígado, em comparação com camundongos não vacinados 

(SELVAPANDIYAN et al., 2009; DEY et al., 2014). Dessa forma, camundongos imunizados 

com LdCen-/- mostraram uma eliminação rápida dos parasitas virulentos, contidos no desafio. 

Os camundongos imunizados apresentaram um aumento significativo na população de células 

T CD4+ produtoras de citocinas (INF-γ, IL-2 e TNF) e na proporção IFN-γ/IL-10 

(SELVAPANDIYAN et al., 2009). No caso do desafio com L. mexicana, foi demonstrado um 

aumento no número de células produtoras de IFN-γ e uma redução na produção de IL-4 e IL-

13, sendo esse um perfil de resposta protetora, nesse modelo (DEY et al., 2014). Em hamsters, 

a vacinação intradérmica com LdCen-/-, junto com a proteína LJM19 como adjuvante, gerou 

proteção duradoura contra o desafio com L. donovani e a resposta imune foi caracterizada por 
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alta produção de anticorpos, redução na carga parasitária no baço e fígado e maior expressão 

de citocinas pró-inflamatórias (FIUZA et al., 2016). Em modelo canino, a vacinação com 

LdCen-/- gerou uma resposta imune protetora com diminuição de carga parasitária. Nesses 

animais, observou-se proteção após um desafio virulento com L. infantum, a qual foi 

caracterizada por uma alta produção de anticorpos, ativação de células T, alta produção de IFN-

γ, TNF-α e IL-12/IL-23p40 e diminuição na produção de IL-4 (FIUZA et al., 2015). De acordo 

com esses resultados, a LdCen-/- mantém uma ampla gama de antígenos, os quais estimulam 

uma resposta imune protetora em diferentes modelos animais. Além disso, a imunização com 

esta linhagem atenuada é capaz de gerar também proteção cruzada contra diferentes espécies, 

causadoras de diferentes manifestações da leishmaniose (VOLPEDO et al., 2022b). 

Apesar da demonstração da segurança e eficácia (proteção) após a imunização com 

LdCen-/- em diferentes modelos animais, existe a preocupação quanto à presença de genes de 

resistência a antibióticos nessa linhagem. Pensando na aplicação clínica, uma linhagem 

atenuada não pode conter estes marcadores e, devido aos possíveis riscos de visceralização, a 

LdCen/-, esta não pode avançar para ensaios clínicos em humanos (VOLPEDO et al., 2022b), 

por questões regulatórias. Para contornar estas limitações, a tecnologia de CRISPR/Cas9 foi 

utilizada para deletar o gene da centrina em L. major (LmCen-/-), sem incorporar marcadores de 

resistência, sendo está uma espécie que não visceraliza (ZHANG et al., 2020). A imunização 

de camundongos com LmCen-/- se mostrou segura pois não causou desenvolvimento de lesões 

e a vacinação induziu proteção conta desafio virulento com L. major, tanto em modelo de 

infecção por agulha ou quanto de transmissão natural, utilizando flebotomíneos infectados, 

comparável com a leishmanização. Especificamente, camundongos imunizados com LmCen-/- 

ou curados após uma primeira infecção com L. major (leishmanização) apresentaram uma 

resposta imune caracterizada por células T efetoras produtoras de IFN-γ e presença de células 

T de memória residentes no tecido (TRM) (ZHANG et al., 2020), corroborando os resultados 

obtidos com LdCen-/-. Recentemente, foi demonstrada a segurança da imunização com LmCen-

/- empregando hamsters imunocomprometidos e observou-se proteção a longo prazo contra o 

desafio com flebotomíneos infectados com L. donovani (KARMAKAR et al., 2022). Nesse 

estudo, os hamsters imunizados e desafiados apresentaram uma maior expressão de IFN-γ e 

TNF e resposta Th2 diminuída, em comparação com hamsters não imunizados (KARMAKAR 

et al., 2022).  

Mais recentemente, o mesmo grupo também gerou uma linhagem de L. mexicana 

deficiente em centrina (LmexCen-/-), que similar a L. donovani e L. major, é atenuada, apresenta 

defeitos na duplicação na forma amastigota, não causa patologia e confere proteção contra 
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infeção virulenta homóloga e heteróloga em camundongos (VOLPEDO et al., 2022a, 

KARMAKAR et al., 2022) e em hamsters (VOLPEDO et al., 2022b). Curiosamente, foi 

observado que os camundongos BALB/c imunizados com LmexCen-/- apresentaram uma 

redução na resposta Th2, enquanto, nos camundongos C57BL/6, foi observado um aumento das 

respostas Th1 (VOLPEDO et al., 2022b). Em conjunto, esses resultados demonstram que a 

deficiência em centrina gera linhagens de leishmania atenuadas, as quais se mostraram 

candidatos vacinais seguros e eficazes contra infeções virulentas. Em particular a LmCen-/- é 

uma vacina igualmente eficaz contra CL e VL, com possibilidades de avançar para ensaios 

clínicos de fase I. 

Tabela 1 - Resumo dos estudos referentes às Leishmanias com deficiencia em Centrina  

Organismo Modelo Fenótipo Proteção 

cruzada 

Referências 

Leishmania 

donovani 

BALB/c 

Hamster 

Dogs 

Incapaz de sustentar a infecção 

in vivo. 

↓ Parasitemia 

↑ Células CD4+ Th1 secretoras 

de IFNγ+ e TNFα. 

↓ Células CD4 Th2 secretoras 

de IL-10 e IL-4. 

↑ Células CD4+ Th17 

secretoras de IL-1β, IL-6-, 

TGF-β- e IL-23, células 

citotóxicas CD8+ 

↑ IgG2a 

 

L. infantum 

L. 

braziliensis 

L. mexicana 

Selvapandiyan et 

al., 2004. 

Dey et al., 2014. 

Fiuza et al., 2015. 

Fiuza et al., 2016. 

Volpedo et al., 

2022b. 

Leishmania 

major 

BALB/c 

C57BL/6 

Hamster 

Não causa lesão. 

↓ Parasitemia 

↑ Células T efetoras produtoras 

de IFN-γ+. 

↑ Células T de memória 

residentes nos tecidos. 

↑ Th1 

↓ Th2 

L. donovani Zhang et al., 

2020. 

Karmakar et al., 

2022. 

Volpedo et al., 

2022b. 

Leishmania 

mexicana 

BALB/c 

C57BL/6 

Hamster 

Não causa lesão. 

↓ Parasitemia 

↑ Th1 

↑ Células T de Memória 

Central 

↓ Th2 

L. donovani Volpedo et al., 

2022a. 

Karmakar et al., 

2022. 

Volpedo et al., 

2022b. 

Fonte: Elaborado pela autora 

 

Neste trabalho, nós usamos a tecnologia CRISPR/Cas9 para a geração de uma linhagem 

atenuada de L. braziliensis deficiente em centrina (SHARMA et al., 2022), com o objetivo de 

desenvolver uma ferramenta de imunoprofilaxia contra a LTA. 
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4 CAPÍTULO I 

 

Deleção direcionada de Centrina em Leishmania braziliensis usando edição baseada em 

CRISPR-Cas9 

 

Leishmania braziliensis é o principal agente causador da Leishmaniose Tegumentar nas 

Américas. No entanto, dificuldades relacionadas à manipulação do genoma, infecção 

experimental e crescimento do parasita limitaram até agora os estudos com esta espécie. A 

tecnologia baseada em CRISPR-Cas9 tornou a edição do genoma mais acessível, e aqui 

empregamos com sucesso a abordagem LeishGEdit para atenuar L. braziliensis. Geramos uma 

linhagem celular transgênica expressando Cas9 e T7 RNA polimerase, que foi empregada para 

a deleção direcionada de centrina, uma proteína do citoesqueleto de ligação ao cálcio envolvida 

na duplicação do centrossomo em eucariotos. A Leishmania deficiente em centrina apresenta 

interrupção do crescimento no estágio amastigota. O sequenciamento completo do genoma de 

L. braziliensis deficiente em centrina (LbCen−/−) não indicou a presença de mutações fora do 

alvo. In vitro, as taxas de crescimento de LbCen−/− e promastigotas de tipo selvagem foram 

semelhantes, mas amastigotas LbCen−/− axênicas e intracelulares mostraram um fenótipo 

multinucleado com sobrevivência prejudicada após infecção por macrófagos. Após a 

inoculação em camundongos BALB/c, LbCen−/− foram detectados precocemente, mas falharam 

em induzir a formação de lesões, ao contrário dos animais controle, infectados com L. 

braziliensis do tipo selvagem. Uma carga parasitária significativamente menor também foi 

observada em camundongos inoculados com LbCen−/−, diferentemente dos camundongos 

controle. Dado que Leishmania sp. tornaram-se candidatos para o desenvolvimento de vacinas, 

propomos que o LbCen−/− possa ser mais explorado para fins de imunoprofilaxia contra a 

leishmaniose tegumentar americana. 
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5 CAPITULO 2 

 

Imunização com Leishmania braziliensis deficiente em centrina não confere proteção 

contra infecção subsequente 

 

Uma infecção anterior por Leishmania induz imunidade protetora contra a doença subsequente, 

indicando que a vacinação é atingível. De fato, a imunização com Leishmania sem Centrin-1 

induz imunidade robusta contra um desafio virulento subsequente. A centrina é uma proteína 

do citoesqueleto de ligação ao cálcio envolvida na duplicação do centrossomo e a deficiência 

da centrina leva à atenuação do parasita, indicada por uma incapacidade de causar doença in 

vivo. Aqui, usamos CRISPR/Cas9 para desenvolver uma Leishmania braziliensis deficiente em 

Centrina (LbCen-/-), o agente causador da leishmaniose mucosa e disseminada. Os 

promastigotas LbCen-/- exibiram crescimento normal in vitro, enquanto os amastigotas axênicos 

e intracelulares LbCen-/- mostraram sobrevivência prejudicada após fagocitose por macrófagos. 

Após inoculação experimental em camundongos BALB/c, LbCen-/- falhou em induzir o 

desenvolvimento de lesões e os parasitas tiveram vida curta. No entanto, a imunização com 

LbCen-/- não conferiu proteção contra o desafio subseqüente, diferentemente de outros 

homólogos de leishmania deficientes em centrina. De fato, a resposta imune induzida pela 

inoculação com LbCen-/- foi caracterizada por níveis significativamente mais altos de IL-4 e IL-

10, aos observados em camundongos inoculados com LbWT. Portanto, a imunização com 

LbCen-/- é incapaz de induzir uma resposta imune Th1, tornando os camundongos suscetíveis 

ao desafio, e LbCen-/- não pode recapitular a imunidade observada na leishmanização com 

LbWT. Em conclusão, a deficiência de centrina em L. braziliensis causa atenuação do parasita, 

interrompe a capacidade de causar doenças, mas, em contraste, não pode estimular uma resposta 

imune protetora. 
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ABSTRACT 

A previous infection by Leishmania induces protective immunity against subsequent disease, 

indicating that vaccination is attainable. Indeed, immunization with Leishmania lacking 

Centrin-1 induces robust immunity against a subsequent virulent challenge. Centrin is a 

calcium-binding cytoskeletal protein involved in centrosome duplication and centrin deficiency 

leads to parasite attenuation, indicated by an inability to cause disease in vivo. Herein, we used 

CRISPR/Cas9 to develop a Centrin-deficient Leishmania braziliensis (LbCen-/-), the causative 

agent of mucosal and disseminated leishmaniasis. LbCen-/- promastigotes exhibited normal in 

vitro growth whereas axenic and intracellular LbCen-/- amastigotes showed impaired survival 

following phagocytosis by macrophages. Upon experimental inoculation into BALB/c mice, 

LbCen-/- failed to induce lesion development and parasites were short lived. Immunization with 

LbCen-/-, however, did not confer protection against subsequent challenge, differently from 

other centrin-deficient leishmania counterparts. Indeed, the immune response induced upon 

inoculation with LbCen-/- was characterized by significantly higher levels of IL-4 and IL-10, 

not observed in mice inoculated with LbWT. Therefore, immunization with LbCen-/- is unable 

mailto:camila.indiani@fiocruz.br
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to induce a Th1-biased immune response, thus rendering mice susceptible to challenge, and 

LbCen-/- cannot recapitulate immunity observed upon leishmanization. In conclusion, Centrin 

deficiency in L. braziliensis causes parasite attenuation, disrupts the ability to cause disease but, 

in contrast, cannot stimulate a protective immune response.  

 

Key words: cutaneous leishmaniasis, CRISPR-Cas9, live-attenuated vaccine, immunization, 

protection. 

 

INTRODUCTION 

Leishmania protozoa are spread by bites of female sand flies, causing the leishmaniasis. Several 

forms of leishmaniasis exist and they vary according to the parasite species. The leishmaniasis 

cause high morbidity and mortality worldwide and are an important public health problem 

(Burza et al., 2018). In 2021, Brazil reported 15,023 cases of Cutaneous/Mucosal Leishmaniasis 

(PAHO, 2022) caused mainly by Leishmania braziliensis. To this date, there are no vaccines 

approved for human use and vector control is the only strategy to prevent this neglected tropical 

disease. Although different vaccine formulations against Leishmania sp. have conferred 

protection in animal models, no protection was achieved in primates or humans (Sundar and 

Singh, 2014). Leishmania infection can stimulate a protective response which depends upon 

the generation of IFN-γ producing CD4+ T cells, leading to macrophage activation and 

subsequent parasite killing (Mauël et al., 1991). On the other hand, experimental disease 

development is mainly driven by the production of non-protective IL-4-driven Th2-associated 

cytokines IL-4, IL-10, IL-13 and TGF-B (Cummings et al., 2010: Ikeogu et al., 2020). 

 

In terms of vaccine development, diverse strategies have been tested in the field of 

leishmaniasis and the possibility of using genetically modified parasites has been expanded 

given the possibilities of large-scale and cost-effective production (Velez et al., 2020). In 

particular, research towards the deletion of genes related to parasite survival and/or virulence 

is attractive as these modifications maintain the antigenic repertoire or wild type counterparts 

and, thus, the ability of inducing an immune response but revokes the danger associated with 

infection (Saljoughian et al., 2014: Selvapandiyan et al., 2006). In this regard, Centrin-1 

deletion in L. donovani (Selvapandiyan et al., 2004), L. major (Zhang et al., 2020) and L. 

mexicana (Volpedo et al., 2022a) has been shown to lead to parasite attenuation, impairing 

disease development in experimental models. Centrin is a calcium-binding protein that plays a 

fundamental role in centrosome duplication (Wiech et al., 1996) and initially characterized in 
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L.  donovani as homolog of human Centrin 2 (Selvapandiyan et al., 2001). Centrin-deficient L. 

donovani (LdCen-/-) undergo abnormal cytokinesis due to impaired centrosome division and 

parasites arrest at G2/M stage of the cell cycle yielding large, multinucleated cells amastigotes 

(Selvapandiyan et al., 2004). Immunization with LdCen-/-, however, confers strong protection 

against a virulent challenge, as seen by a significant reduction in parasite load paralleled by the 

development of a multifunctional T cell response (Selvapandiyan et al., 2009). More recently, 

CRISPR/Cas9 manipulation of L. major (Zhang et al., 2020) and L. mexicana (Volpedo et al., 

2022a) recapitulated this protective capacity. 

 

L. braziliensis, the main species causing Tegumentary Leishmaniasis in the Americas, has been 

insufficiently explored in terms of vaccine development despite its importance as the causative 

agent of mucosal and disseminated leishmaniasis, it. To overcome this gap and given the 

extensive evidence showing the possibility of vaccination genetically-modified attenuated 

leishmania, we employed CRISPR/Cas9 to generate a Centrin 1-deficient L. braziliensis cell 

line (LbCen-/-) (Sharma et al., 2022). Previously, we showed that deletion of Centrin 1 did not 

cause off-target mutations and LbCen-/- is incapable of division at the amastigote stage, forming 

multinucleated cells with impaired survival in macrophages and LbCen-/- also failed to induce 

lesions in BALB/c mice (Sharma et al., 2022). Herein, we explored LbCen-/- as a vaccine 

candidate in against Cutaneous Leishmaniasis caused by L. braziliensis. As demonstrated here, 

LbCen-/- is safe for immunization but, contrary of its counterparts, is incapable to confer 

protection against infection by live L. braziliensis, differently from mice that heal a primary 

infection. Our results point out differences in the ability of attenuated leishmania to induce 

protective immune responses and highlight the hurdles of vaccine development against New 

World leishmaniasis.  

 

METHODS 

Ethics Statements 

Six- to eight-week-old female BALB/c mice were obtained from the IGM-FIOCRUZ animal 

facility where they were maintained under pathogen-free conditions. All animal 

experimentation was conducted in accordance with the Guidelines for Animal Experimentation 

established by the Brazilian Council for Animal Experimentation Control (CONCEA). All 

procedures involving animals were approved by the local Institutional Review Board for 

Animal Care and Experimentation (CEUA-015/2019-IGM/FIOCRUZ). 
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Parasite Culture 

L. braziliensis wild type (LbWT) parasites (strain MHOM/BR/01/BA788)  (De Moura et al., 

2005) were grown in Schneider’s insect medium (GIBCO) supplemented with 20% heat-

inactivated FBS, 2 mM glutamine, 100 U/ml penicillin, and 100 mg/ml streptomycin (all from 

Thermo Scientific) at 26°C. L. braziliensis centrin knockout (LbCen-/-) were generated as 

previously reported (Sharma et al., 2022) and were maintained in Schneider’s insect medium 

(GIBCO) supplemented with 20% heat-inactivated FBS, 2 mM glutamine, 100 U/ml penicillin 

and 100 mg/ml streptomycin (all from Thermo Scientific) and supplemented with neomycin 

(50 µg/ml) (Promega) and puromycin (10 µg/ml) (Sigma).  

 

BMDM Culture and In Vitro Exposure to Lbcen-/- 

Bone marrow cells were isolated from femurs and tibias of BALB/c mice and cultured with 

RPMI 1640 medium (Sigma-Aldrich) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), 100 

U/ml penicillin, 100 mg/ml streptomycin, 2.5% HEPES (all from Invitrogen) and further 

complemented with conditioned media from L-929. After differentiation, Bone Marrow-

Derived Macrophages (BMDM) were seeded at 3x105 cells/500 μl/coverslip per well on 24-

well plates. BMDM monolayers were washed to remove any non-adherent cells and infected 

with stationary-phase promastigotes LbWT or LbCen−/− at a 10:1 parasite/host cell ratio, 

3x106/500 μl in supplemented RPMI 1640 /well. Plates were incubated at 37°C under 5% 

CO2 for 6h or 24 h. Coverslips were extensively washed to remove any non-

internalized Leishmania and were methanol-fixed and stained with hematoxylin and eosin 

(H&E). Leishmania uptake and macrophage infection was assessed by scanning 200 

macrophages in each sample for the enumeration of cells with and without Leishmania; the 

total number of intracellular parasites were counted by optical microscopy. Alternatively, 

coverslips were washed after 24h of infection and further cultured in 500 μl in supplemented 

RPMI 1640 /well at 37°C and 5% CO2 for a total of 72 hours. Then, cells were washed and 

cultured in supplemented Schneider’s insect medium for 5 days at 26°C. Promastigote numbers 

were determined at days 3 and 5, counting in a hemocytometer. 

 

Nitric Oxide and Cytokine Quantification  

BMDM were primed or not with LPS (100 ng/mL) (Invitrogen) and infected with LbWT or 

LbCen−/− at a 10:1 parasite/host cell ratio, 5 × 105/500 μl in supplemented RPMI 1640 /well for 

24h with. Cell culture supernatants were collected after 24 hours for nitric oxide quantification 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcimb.2021.790418/full?&utm_source=Email_to_authors_&utm_medium=Email&utm_content=T1_11.5e1_author&utm_campaign=Email_publication&field=&journalName=Frontiers_in_Cellular_and_Infection_Microbiology&id=790418#B15
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcimb.2021.790418/full?&utm_source=Email_to_authors_&utm_medium=Email&utm_content=T1_11.5e1_author&utm_campaign=Email_publication&field=&journalName=Frontiers_in_Cellular_and_Infection_Microbiology&id=790418#B15
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using Griess reagent (Ding et al., 1988). Cytokine levels (IL-10, TNF-a, IL-12p70 and IL-1B) 

were determined by sandwich ELISA, following manufacturer’s instructions (Invitrogen).  

 

In Vivo Infection with LbCen-/- 

Safety: BALB/c mice (n=10) were inoculated in the left ear with 3x106 LbWT or LbCen-/- 

stationary-phase promastigotes, using a 27G needle. Ear thickness was measured weekly using 

a digital caliper (Thermo Scientific). Parasite load was determined in mice infected with LbCen-

/- at 2- and 5-weeks post infection, by limiting dilution analysis, as previously described (Novais 

et al., 2013), at the inoculation site (ear) and in draining lymph nodes (dLNs). In addition, cells 

from dLNs were seeded (1x106 cells in 700 ul supplemented RPMI 1640 and stimulated with 

L. braziliensis SLA (10ug/ml) or ConA (1ug/ml) (Invitrogen) or were left unstimulated, in 

supplemented RPMI. Culture supernatants were collected after 48h and cytokine levels (TNF, 

IFN-γ and IL-10) were determined by sandwich ELISA, as described above. 

 

Leishmanization: BALB/c mice (n=12) were inoculated in the right ear dermis with LbWT 

(3x106 stationary-phase promastigotes), using a 27G needle. Ear thickness was measured 

weekly using a digital caliper (Thermo Scientific). Ten weeks after infection, Delayed-Type 

Hypersensitivity (DTH) was evaluated (n=3 mice) by inoculation of L. braziliensis SLA (50 

ug/10ul of PBS), prepared as described in (Reed et al., 1986), in the left ear dermis. Ear 

induration was measured 24, 48 and 72 hours later using a digital caliper (Thermo Scientific). 

Alternatively, healed (leishmanized) mice (n=6) were challenged after 10 weeks of the initial 

infection by inoculation of 2x105 stationary-phase LbWT promastigotes in the left ear dermis. 

Ear thickness was measured weekly, as described above. Controls consisted of age-matched 

naïve mice (n=6) inoculated with stationary-phase LbWT promastigotes. Six weeks after 

challenge, leishmanized and control mice (n=5) were euthanized. Blood was collected and IgG1 

and IgG2 responses to L. braziliensis SLA were evaluated by ELISA. Briefly, MaxiSorp 96-

plates were coated with SLA (10 ug/ml) and incubated overnight at 4°C. Plates were washed 

with PBS 1X + 0,05% Tween 20 (PBS-T) and blocked with 5% non-fat milk in PBS-T for 2h 

at RT. Serum samples (1/100 in PBS-T + 5% non-fat milk) were added to and plate were 

incubated overnight at 4°C. Following washing, plates were incubated with IgG1 or IgG2a 

HRP-conjugated antibodies, diluted 1/1000 in PBS-T + 5% non-fat milk for 2h at RT. 

Following a final round of washing, plates were developed with TMB solution (Invitrogen). 

Reaction was stopped with H2SO4 2N and plates were read at 450 nm using a FilterMax F3 

Multi-mode Microplate Reader (Molecular Devices). SoftMax Pro Software was used to obtain 
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an indirect measure of antibody titers in serum samples. All reagents for ELISA were purchased 

from Invitrogen. Parasite load was determined at the inoculation site and in draining lymph 

nodes (dLNs) by limiting-dilution analysis, as described above. Alternatively, 1 x 106 dLN cells 

were seeded on 24 wells-plates and stimulated with L. braziliensis SLA (10ug/ml) or ConA 

(1ug/ml) or left unstimulated, in supplemented RPMI. Cells were incubated at 37°C and 5% 

CO2 for 48 hours. Cytokine production was assayed in culture supernatants by Luminex Assay 

(MILLIPLEXMAP Mouse Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel, Merck Millipore, 

Cat#MCYTOMAG-70K), following manufacturer’s instructions. Data acquisition was 

performed with the Luminex LX200 (Merck Millipore). Mean Fluorescent Intensity was 

calculated against standards using Milliplex Analyst software. 

 

Immunization with LbCen-/- and challenge with LbWT: BALB/c mice (n=13) were inoculated 

in the right ear dermis with 3x106 stationary-phase LbWT or LbCen-/-. The DTH response was 

evaluated (n=3 mice) ten weeks after LbWT inoculation or five weeks after LbCen-/- inoculation, 

as described above. Blood was collected and IgG1 and IgG2 responses to L. braziliensis SLA 

were evaluated by ELISA. Cytokine production by dLN was determined as described above. 

Ten weeks after LbWT inoculation or five weeks after LbCen-/- inoculation), mice (n=10) were 

challenged with LbWT (105 stationary-phase promastigotes) in the contralateral ear. Controls 

consisted of age-matched naïve mice (n=6). Ear thickness was measured weekly using a digital 

caliper (Thermo Scientific). Six-weeks post challenge, mice (n=6) were euthanized, and 

parasite load was determined at the challenge site and in dLNs by limiting-dilution analysis, as 

described above. Cytokine production by dLN was determined as described above. Lastly, 

challenged ears were excised and fixed in 10% formalin. Tissues were embedded in paraffin, 

cut and stained with hematoxylin and eosin (H&E). Slides were examined under a light 

microscope and images were obtained using a Slide scanner Olympus VS110 system and 

photographs were obtained using OlyVIA Sofware (version 3.8). 

 

Prime/Boost: BALB/c mice (n= 12) were inoculated in the right ear dermis with 105 stationary-

phase LbCen-/- and two weeks later, mice were boosted at the same site with 5x106 LbCen-/-. 

Two and five-weeks post boost, DTH to L. braziliensis SLA, and cytokine response following 

in vitro stimulation of dLN cells were determined as described above. The frequency of Central 

Memory T cells (TCM) was determined by flow cytometry. Briefly, LbWT-immunized (n=5), 

LbCen-/--immunized (n=5) and age matched control, naïve (n=2) mice were euthanized at two 

and five weeks after boost immunization. dLN (5x105) cells were incubated with Fc Block (BD 
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Biosciences, clone 2.4G2) for 5 min at 4°C and then stained with CD4 (eBioscience, clone 

GK1.5), CD44 (BD Pharmingen) and CD62L (BD Pharmingen) antibodies, in dark for 20 min 

at 4°C. Cells were washed in PBS and resuspended in PBS containing Hoechst 33258 at 5 

ug/ml. Acquisition was performed using a LSRFortessa™ flow cytometer (BD) and analyzed 

using FlowJo Software version 10. Isotype controls for each Ab used under similar conditions 

indicated specific binding of the test Ab. Electronic compensation was performed with single-

stained cells with individual mAbs used in the test samples.  

 

Statistical Analysis 

The course of disease was plotted individually for mice in all experimental and control groups. 

Comparisons between two groups were performed by Mann–Whitney (non-parametric t-test) 

and comparisons among more than two groups were performed by Kruskal–Wallis. Data are 

presented as mean ± error of the mean. Analyses were conducted using Prism (V.8.0, GraphPad) 

and a p-value ≤ 0.05 was considered significant.  

 

RESULTS 

LbCen-/- parasites exhibit impaired growth and survival in BMDM 

BMDM were infected with LbCen-/- or LbWT and after 24h and 72h, the number of infected 

macrophages and intracellular parasites was determined. Exposure to LbCen-/- led to 

significantly reduced survival (p<0.05) compared to LbWT, both at 24h and 72h (Fig. 1A and 

Fig.1B). After 72h, BMDM were washed and cultured in supplemented Schneider medium to 

determine the number of recovered parasites. At both time points, we observed a significantly 

decreased (p<0.05) presence of LbCen-/- compared to LbWT (Fig. 1C).  
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Figure 1. Impaired growth of LbCen-/- in murine macrophages. Bone marrow-derived 

macrophages (BMDM) were infected with LbWT or LbCen-/- (10:1, parasite/macrophage ratio) 

promastigotes for 24h. Cells were extensively washed and stained with H&E or further cultured 

for 72 hours. Cells were evaluated for the percentage of infection (A) and the number of 

amastigotes per 200 macrophages (B) by optical microscopy. Alternatively, after 72h, infected 

macrophage were washed and cultured in Schneider medium. Monolayers were cultured for an 

additional 3 or 5 days, and the number of promastigotes was determined by use of a 

hemocytometer (C). Results are presented as means ± SEM and are pooled from two 

independent experiments, each performed in quadruplicate. *p<0.05.  

 

This outcome was not due to impaired uptake by the host cell as the number of BMDM 

harboring LbCen-/- or LbWT was similar after 6h of exposure (Supplemental Fig. 1A and 

Fig.1B) as was the number of intracellular amastigotes. These results confirm that CRISPR-

Cas9-mediated deletion of Centrin 1 in L. braziliensis negatively affects survival and replication 

within BMDM.  
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Supplemental Figure 1. Leishmania uptake by BMDM. BMDM were exposed to LbWT or 

LbCen-/- (10;1, parasite/cell ratio) promastigotes for 6h. Cells were stained H&E and evaluated 

for the percentage of infection (A) and the number of amastigotes per 200 macrophages (B) by 

optical microscopy. Results are presented as means ± SEM and are pooled from two 

independent experiments, each performed in quadruplicate. *p<0.05.   

 

BMDM exposed to LbCen-/- or LbWT show similar innate responses 

BMDM were exposed to LbCen-/- or LbWT in the presence or not of LPS and cytokine 

production was evaluated after 24h. Levels of TNF were similar comparing LbCen-/- and LbWT 

and significantly higher (p<0.05) compared to controls (Figure 2A). Levels of IL-12p70 were 

also similar for LbCen-/- and LbWT and significantly lower (p<0.05) compared to controls 

stimulated with LPS (Figure 2B). Exposure to LbWT impaired IL-1β secretion whereas LbCen-

/- did not (Figure 2C). IL-10 levels (Figure 2D) and NO production were not changed in 

comparison to controls (Figure 2E). Taken together these results showed that the stimulation of 

the innate response by LbCen-/- is similar to that observed with LbWT. 
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Figure 2. Innate immune response in murine macrophages infected with LbCen-/-. Bone 

marrow-derived macrophages (BMDM) were infected with LbWT or LbCen-/- (10:1, 

parasite/macrophage ratio) promastigotes for 24h.  Alternatively, BMDM were infected and 

primed with LPS (100ug). The presence of TNF (A), IL-10 (B), IL-1B (C) and IL-10 (D) in 

culture supernatants was determined by ELISA and, Nitrite (E) concentration was evaluated by 

Griess Reaction. Results are presented as mean ± SEM and are from a representative 

experiment, performed in quadruplicate. 

 

Immunization with LbCen-/- does not confer protection against a challenge with LbWT 

Deletion of Centrin 1 impairs amastigote growth and mice inoculated with Centrin-deficient 

Leishmania do not develop disease (Selvapandiyan et al., 2004; Zhang et al., 2020; Volpedo et 

al., 2022a). Accordingly, deletion of the Centrin 1 gene in L. braziliensis induced a similar 

outcome as BALB/c inoculated with LbCen-/- failed to develop cutaneous lesion (Figure 3A) 

whereas LbWT induced lesions that peaked at 5 weeks and spontaneously healed by 10 weeks 

post infection (De Moura et al., 2005). Two weeks after infection, parasite load at the 

inoculation site was significantly lower (p<0.05) in mice inoculated with LbCen-/- compared to 

LbWT (Fig. 3B) whereas only LbWT were detected in dLN (Fig. 3B). Five weeks post 

inoculation, we did not detect LbCen-/- at the inoculation site or in dLN (Fig. 3C), in contrast to 

LbWT. 
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Figure 3 - LbCen-/- parasites are safe and do not cause lesion development in BALB/c 

mice. BALB/c mice (10 per group) were inoculated with 3x106 LbWT or LbCen-/- stationary 

promastigotes, in the ear dermis, and lesion development was measured weekly (A). Parasite 

load was determined, at 2 (B) and 5 (C) weeks post infection, at the inoculation site (ear) and 

in draining lymph nodes by Limiting Dilution Analysis. Results are expressed as means ± SEM 

and are from one representative experiment.  

 

Next, we immunized BALB/c mice with LbCen-/- and 5 weeks later, mice were challenged with 

LbWT. Control, naïve were mice infected with LbWT. Surprisingly, mice immunized with 

LbCen-/- were not protected against infection and developed lesions that were comparable to 

those observed in controls (Figure 4A). Parasite load, determined at this same time point, was 

similar comparing the two groups, both at the inoculation site and in dLNs (Fig. 4B and 4C, 

respectively). These data show that Centrin 1 deficiency in L. braziliensis renders parasites 

unable to cause pathology but, at the same time, incapable of conferring protection against wild-

type L. braziliensis.  
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Figure 4 - Immunization with LbCen-/- does not confer protection against a challenge with 

LbWT. BALB/c mice (n=10) were inoculated with 3x106 LbCen-/- stationary promastigotes, in 

the ear dermis. After 5 weeks mice were challenged in the opposite ear with 2x105 LbWT 

stationary promastigotes and, lesion development was measured weekly (A). Parasite load was 

determined 5 weeks post infection, at the inoculation site (ear) (B) and in draining lymph nodes 

(C) by Limiting Dilution Analysis. Results are expressed as means ± SEM and are from one 

representative experiment.  

 

Mice immunized with LbCen-/- do not recapitulate the immune response observed in 

leishmanized mice 

The inoculation of Leishmania parasites as a mean of inducing protection against leishmaniasis 

(leishmanization) is known to be effective and has been successfully tested in humans 

(Mohebali et al., 2019).  This effect is recapitulated in pre-clinical animal models (Zaph et al., 

2004; Peters et al., 2009). Mice inoculated with LbWT develop lesions that peak at ~5wks post 

infection and heal spontaneously 10 weeks later (De Moura et al., 2005, Figure 5A). Healed 

(leishmanized) mice mount a DTH response (Figure 5B) and produce both IgG1 and IgG2a 

(Figure 1C) to L. braziliensis SLA, indicative of cellular immunity to Lb. Following a 

subsequent challenge with live LbWT, leishmanized mice do not develop lesions (Figure 5D), 

in contrast to control (naïve) mice. Absence of lesions is accompanied by a significant decrease 

(p<0.01) in parasite load at the inoculation site but not in dLN (Figure 5E). Lastly, dLN cells 

from leishmanized mice produced significantly less IFN-γ (p<0.01), IL-4 (p<0.01) and IL-10 

(p<0.01) (Figure 5F) compared to naïve mice. These results show that leishmanization with 
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LbWT mediates protection against challenge indicated by absence of pathology and lower 

parasite load. 

 

 

Figure 5. A primary infection with L. braziliensis protects against subsequent challenge. 

Mice (n=10) were inoculated with LbWT and, lesion healing was followed (A). After 10 weeks 

a DTH response (B), IgG1 and IgG2a (C) presence was evaluated by ELISA. Then, healed mice 

(n=5) were challenged in the opposite ear dermis and lesion development was monitored in 

parallel with a control group (D). Parasites load in ears and drainig lymph nodes after challenge 

(E) was determined by limiting dilution. Recall responses in draining lymph nodes after re-

stimulation with SLA (F) was determined using Luminex assay. Results are expressed as means 

± SEM and are from one representative experiment. **: p<0,01. 

 

Since the outcome of leishmanization and immunization with LbCen-/- differed, we compared 

the immune response induced by these two strategies. Mice infected with LbWT developed 

lesions that healed spontaneously whereas mice inoculated with LbCen-/- did not show 

pathology (Figure 6A). The DTH response to L. braziliensis SLA, measured at the end of the 

observation period (10 weeks) was higher in leishmanized mice compared to mice inoculated 

with LbCen-/- (Figure 6B). Sera collected at the same time were probed for the presence of IgG1 

and IgG2a and leishmanized mice showed a significantly (p<0.01) higher production of both 

subclasses (Figure 6C) compared to mice inoculated with LbCen-/-. The recall response 

evaluated by restimulation of dLN cells showed that although leishmanized and LbCen-/--
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immunized mice produce similar levels of IFN-γ, the latter produce more IL-4, IL-10 and IL-

17 (Figure 6D). 

 

 

Figure 6 - Mice immunized with LbCen-/- do not recapitulate the immune response 

observed in leishmanized mice. Mice were inoculated with LbWT or LbCen-/-
.
 (A) Lesion 

development after parasite inoculation. (B) DTH response. (C) IgG1 and (D) IgG2a presence 

was determined by ELISA. (E) Recall responses in draining lymph nodes after re-stimulation 

with SLA was determined using Luminex assay. Results are expressed as means ± SEM and 

are from one representative experiment.  

 

Next, we compared the outcome of a challenge with LbWT in leishmanized vs. LbCen-/--

immunized mice. Again, inoculation with LbCen-/- does not preclude a productive infection 

with LbWT whereas leishmanization is fully capable of doing so (Figure 7A). Tissue sections 

obtained 6 weeks after challenge showed signs of chronic inflammation and numerous 

amastigotes as well as presence of macrophages and neutrophils in LbCen-/-- immunized mice 

(Figure 7A). On the contrary, leishmanized mice showed only mild signs of inflammation. 

Following challenge, leishmanized mice also showed a significantly lower (p<0.01) disease 

burden (AUC) compared to mice inoculated with LbCen-/- or control (naïve) mice (Figure 7B). 

These findings were paralleled by a significantly lower (p<0.01) parasite load at the inoculation 
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site in leishmanized mice compared to LbCen-/--inoculated or control (naïve) mice (Figure 7C). 

Parasite load was similar at the dLN for the three groups evaluated.  

 

As for the recall response, levels of IFN-γ detected upon stimulation of dLN cells were similar 

for the three groups (Figure 7D), as seen before challenge (Figure 6D). However, levels of IL-

4, IL-10 and IL-17 were significantly higher in mice inoculated with LbCen-/- compared to 

leishmanized mice (Figure 7D), paralleling the development of lesions observed in the former 

group. Taken together these results demonstrate that inoculation with LbCen-/- cannot 

recapitulate the immune profile induced by leishmanization and, as such, is incapable of 

conferring protection against challenge with L. braziliensis. 

 

 



64 

 

Figure 7 - Lack of protection against a live challenge in mice immunized with LbCen-/-
.
 

Mice were inoculated with LbWT or LbCen-/-. Then, mice were challenge with live LbWT. (A) 

Lesion development following challenge was measured and histopathological analysis of ears 

was performed. (B) Area under the curve (AUC) of ear thickness was determined. (C) Parasite 

load was evaluated in ears and draining lymph nodes by limiting dilution analysis. (D) Cytokine 

response in draining lymph nodes following re-stimulation with SLA was determined by 

Luminex Assay. Results are expressed as means ± SEM and are from one representative 

experiment. *p<0,05; **p<0,01. 

 

Priming/Boosting induces prolonged parasite persistence 

 In the field of vaccination, multiple immunization are required for optimal protection, including 

live attenuated vaccines (Lu S., 2009). Although current studies have shown that a single 

immunization with centrin-deficient leishmania confers robust protection against challenge 

(Selvapandiyan et al., 2004; Zhang et al., 2020; Volpedo et al., 2022), we investigated whether 

a second immunization with LbCen-/- could boost the immune response induced upon priming 

and, hence, alter the outcome of challenge. Priming and boosting with LbCen-/- parasites 

continued to be safe as mice did not develop lesions (data not shown). The cellular response, 

using DTH as a proxy (Figure 8A), was similar to that observed with a single immunization 

(Figure 6B) and while IFN-γ was unchanged, IL-10 levels detected upon restimulation of dLN 

was significantly higher (Figure 6D). Two immunizations also failed to increase the frequency 

CD4+ T central memory cells (CD4+CD44+CD62L+) as seen upon immunization with 

LmexCen-/- (Volpedo et al., 2022a). 

 

Following challenge with LbWT, lesions developed in mice that received two inoculations with 

LbCen-/-, was similar to those observed in naïve controls (Figure 8D). No changes were 

observed in parasite load, both at the inoculation site and in dLNs (Figure 8E). Lastly, cytokine 

production (Figure 8F) and the frequency of  

CD4+CD44+CD62L+ T cells (Figure 8G) was similar in naïve controls and in mice immunized 

twice with LbCen-/-. Collectivelly, our results show that immunization with Centrin-deficient in 

L. braziliensis cannot confer protection against homologous challenge and that a booster shot 

cannot alter this outcome. 
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Figure 8- Priming/Boosting induces prolonged parasite persistence. BALB/c mice (n=10) 

were inoculated with 3x106 LbCen-/- stationary promastigotes, in the ear dermis and after 5 

weeks mice were boosted with 3x106 LbCen-/- stationary promastigotes inoculated in the same 

ear. After 5 weeks, a DTH response (A) was measured and, (B) IFNg and IL-10 production was 

determined by ELISA, (C) Presence of CD4+ T central memory cells (CD4+CD44+CD62L+) 

was determined by flow cytometry. Ear thickness after. Five weeks post-boost, naïve and 

immunized mice were challenge with 105 LbWT and lesion development was measured (D). (E) 

Parasite load was evaluated in ears and draining lymph nodes by limiting dilution analysis. (F) 

IFNg and IL-10 production was determined by ELISA and, (C) Presence of CD4+ T central 

memory cells (CD4+CD44+CD62L+) was determined by flow cytometry. Results are expressed 

as means ± SEM and are from one representative experiment.  
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DISCUSSION 

Current therapeutic options for leishmaniasis remain limited because of toxicity, drug 

administration challenges, treatment fails and drug resistance (McGwire and Satoskar, 2014). 

It is established that protection against leishmaniasis can be achieved through the inoculation 

of virulent L. major (leishmanization) (Khamesipour et al, 2005). However, leishmanization is 

unsafe and, thus, attenuated leishmania cell lines are an attractive alternative to overcome safety 

issues while permitting vaccine development. Indeed, the deletion of the Centrin 1 gene, 

explored in L. donovani (LdCen-/-) (Selvapandiyan et al., 2009), L. major (LmCen-/-) (Zhang et 

al., 2020) and L. mexicana (LmexCen-/-) (Volpedo et al., 2022), yielded parasite attenuation and, 

in parallel, outstanding possibilities regarding protection against challenge. Herein, we explored 

this possibility by using a Centrin-1-deficient L. braziliensis (LbCen-/-) (Sharma et al., 2022), 

aiming at the development of a vaccine against New World Tegumentary Leishmaniasis. 

 

The Centrin-1 deficient L. braziliensis (LbCen-/-) line used in the present study was developed 

using CRISPR/cas9 editing technology (Sharma et al., 2022;) and recapitulated the phenotype 

observed in other Centrin-1-deficient leishmania sp. LbCen-/- displayed abnormal cytokinesis 

and impaired growth at the amastigote state, resulting in multinucleated cells and cell death 

(Selvapandiyan et al., 2004; Zhang et al., 2020, Volpedo et al., 2022). While Centrin 1 gene 

deletion in L. braziliensis did not alter the ability of promastigotes to successfully enter the host 

cell, intracellular LbCen-/- proliferation was significantly reduced. In addition, exposure of 

macrophages to either LbCen-/- or LbWT led to similar outcome regarding the production of 

innate mediators such as TNF, IL-12, IL-10 or NO. Interestingly, IL-1β was significantly 

increased upon infection with LbCen-/- compared to LbWT. IL-1β is produced following 

activation of the NLRP3 inflammasome and is associated with augmented pathology in murine 

models of cutaneous leishmaniasis (Charmoy et al 2016; Novais et al., 2018). Also, IL-1β 

production by intermediate monocytes has been associated with immunopathology in human 

CL caused by L. braziliensis (Santos et al., 2018). 

 

Inoculation of BALB/c mice with LbCen-/- was deemed safe as parasites did not induce lesion 

development, corroborating results obtained with Centrin- 1 -deficient leishmania sp. 

(Selvapandiyan et al., 2009; Zhang et al., 2020, Volpedo et al., 2022). Given the attenuated 

profile of LbCen-/- regarding lesion development, we next evaluated its ability to confer 

immunity. To our surprise, immunization with LbCen-/- failed to inhibit lesion development 
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following challenge with live LbWT, contrary to reports with other Centrin-deficient leishmania 

sp (Selvapandiyan et al., 2009; Zhang et al., 2020, Volpedo et al., 2022a). In these reports, the 

attenuated leishmania succeeded in precluding disease development, both in cutaneous form 

(Zhang et al., 2020; Volpedo et al., 2022a) as well as in visceral form (Selvapandiyan et al., 

2009). Importantly, this was also observed in the context of sand fly transmitted leishmanial 

(Zhang et al., 2020) considered the gold standard of challenge models in leishmaniasis. The 

literature shows that protective immunity against leishmaniasis requires low levels of persisting 

parasites (Uzonna et al., 2004a; Uzonna et al., 2004b; Kébaïer et al., 2006) and complete 

parasite clearance leads to loss of immunity (Uzonna et al., 2001). Herein, LbCen-/- parasites 

were detected early on (2 weeks later) but were rapidly cleared as parasites could not be 

retrieved from the inoculation site or dLNs 5 weeks later. These results differ from those 

reported for LdCen-/- (Selvapandiyan et al., 2009), LmCen-/- (Zhang et al., 2020) and LmexCen-

/- (Volpedo et al., 2022) as for these two cell lines, parasites were detected at 5 weeks post 

inoculation, indicating their enhanced ability to survive in the vertebrate host, compared to 

LbCen-/-. Thus, we can suggest that the lower ability of LbCen-/- to survive following in vivo 

inoculation may explain the lack of a protective immune response, as seen with other centrin-

deficient leishmania.  Of note, immunization with LdCen-/- was able to cross protect against L. 

braziliensis (Selvapandiyan et al., 2009), again suggesting that parasite persistence is key and, 

importantly, LdCen-/- parasites were found up to five weeks following inoculation 

(Selvapandiyan et al., 2009).  

 

We also compared the immune responses generated by immunization with LbCen-/- versus that 

induced by leishmanization. A previous exposure to L. braziliensis, followed by spontaneous 

healing of lesions conferred protection against a subsequent virulent challenge. This protective 

response was associated with cellular immune response, elevated IFN-γ production during 

recall responses paralleled by a significantly decreased parasite load. Upon comparison of this 

response to that induced by inoculation of LbCen-/-, we observed that the latter mounted a Th2-

biased immune response, with elevated levels IL-4, IL-10 and IL-17 and lower levels of IgG1 

and IgG2a antibodies. Although IFN-γ production was similar comparing LbCen-/- immunized 

and leishmanized mice, IL-4 and IL-10 were both upregulated after immunization with LbCen-

/-, compared to leishmanized mice. IL-10 has been associated with parasite persistence during 

L. major infection of BALB/c mice (Belkaid et al., 2001). In comparison to what we observed 

here, BALB/c mice immunized with LmexCen-/- produced significantly lower levels of IL-10 

and IL-4, responses that are characteristically induced by L. mexicana (Volpedo et al., 2022). 
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This immune modulation induced by Centrin-deficient L. mexicana resulted in protection 

against a virulent challenge. We thus show that, contrary to other species, immunization with 

Centrin-deficient L. braziliensis induced an immune response that is prone to disease 

development rather than protection against infection.  

 

In L. major infection, early IL-4 production does not promote susceptibility to disease (Scott et 

al., 1996), as an initial IL-4 expansion early after infection does not preclude Th1 responses, 

even in resistant mice. Authors showed that, rather than IL-4, IL-12 is critical in determining 

susceptibility to infection. Another factor associated with susceptibility is parasite load at the 

inoculation. Low dose infection with L. major does not cause progressive infection, rather, 

induced a cellular response and control of disease (Bretscher et al., 1992). Lastly, during low 

dose immunization with L. major, it has been show that IFN-γ–producing CD8+ T cells are also 

activated, promoting a switch from a Th2 to a protective Th1 response (Uzonna et al., 2004b). 

Herein, we have not evaluated whether lower doses of LbCen-/- might induce a different 

response regarding protection, however, we were unable to detect IL-12 following 

immunization with this cell line.  

 

Exposing mice to two inoculations of LbCen-/- was unable to change the outcome of a challenge 

infection. As observed with a single immunization, priming and boosting did not result in 

enhancement of the immune response, capable of precluding lesion development. We thus 

confirm that centrin deficient L. braziliensis is an extremely attenuated strain, and that even a 

booster shot cannot sustain parasite persistence towards generation of a protective immune 

response.  In conclusion, this study demonstrated that deletion of the Centrin 1 gene from L. 

braziliensis results in a highly attenuated strain that is safe for immunization but different from 

other centrin-deficient Leishmania species, it is not able to generate a protective immune 

response. We highlight that vaccination with soluble L. major promastigote exogenous antigens 

did not protect against L. braziliensis infection (Tonui and Titus, 2007) nor did immunization 

with highly conserved leishmania antigens (Salay et al., 2007). Thus, future studies are required 

to better understand the properties that attenuated L. braziliensis shall display in order to induce 

protective immune responses for pre-clinical development of vaccines. 
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6 DISCUSSÃO 

 

As leishmanioses abrangem um espectro de infeções tropicais negligenciadas, afetando 

principalmente países em desenvolvimento e regiões pobres, sendo um problema global de 

saúde pública. No controle da disseminação e erradicação da infeção por Leishmania, o 

diagnóstico precoce e o tratamento adequado são etapas essenciais (KUMARI et al., 2022). As 

opções terapêuticas atuais para a leishmaniose permanecem limitadas devido à toxicidade, 

desafios na administração de medicamentos, falhas no tratamento e resistência aos 

medicamentos (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014). Sendo assim, se faz necessário encontrar 

alternativas eficazes para a prevenção das leishmanioses. Está estabelecido que a cura após uma 

infeção primária se associa com proteção de longa duração contra a reinfeção, indicando que é 

possível o desenvolvimento de uma vacina (COUTINHO DE OLIVEIRA et al., 2020). 

De forma simplificada, a composição de uma vacina consiste em antígenos associados 

a um adjuvante, que, juntamente, irão induzir a resposta imunológica protetora desejada. Na 

prevenção da leishmaniose, vacinas de primeira, segunda e terceira geração vem sendo 

propostas. As vacinas de primeira geração utilizam misturas brutas de antígenos do parasita, 

não necessitando de adjuvante por essas misturas serem capazes de estimular a resposta imune. 

As vacinas de segunda geração usam antígenos recombinantes e adjuvantes específicos 

enquanto as vacinas de terceira geração utilizam DNA ou RNA específicos do patógeno ou uma 

plataforma/carreador que contenha componentes genéticos do patógeno para direcionar a 

resposta imunológica (COUTINHO DE OLIVEIRA et al., 2020). 

A maioria das tentativas de desenvolver uma vacina contra a LC tem sido baseada em 

espécies de Leishmania do Velho Mundo. No entanto, essas espécies induzem um padrão de 

resposta que difere daquele induzido por espécies das Américas, especialmente L. braziliensis. 

Além disso, o entendimento da imunidade contra infecções por Leishmania em humanos é 

incompleto e diferentes espécies induzem respostas imunológicas distintas. A identificação de 

antígenos que direcionem a resposta antiparasita adequadamente é fundamental para se 

desenvolver uma vacina eficaz. Porém a maioria dos potenciais candidatos a vacina ainda está 

em estágio de pesquisa, sem nem terem avançado para teste em diferentes modelos pré-clínicos, 

mostrando o quanto este tema é negligenciado (COUTINHO DE OLIVEIRA et al., 2020).  

Avanços no desenvolvimento de vacinas incluem a descoberta de fatores essenciais para 

a sobrevivência do parasito assim como seus fatores de virulência, os quais podem ser 

alvos/candidatos vacinais. Dentre os fatores de virulência mais explorados como candidatos a 

vacina temos a proteína A2 da L. donovani, responsável pela visceralização de L. donovani e 
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L. infantum. A LeishTec®, vacina aprovada no Brasil, contra a leishmaniose visceral canina é 

formulada com o antígeno recombinante A2 (KUMARI et al., 2022). Além disso, uma única 

dose de L. tarentolae expressando A2 protegeu contra a infecção por L. infantum em 

camundongos BALB/c. A proteção foi demonstrada pela diminuição da carga parasitária no 

fígado e no baço e promoveu uma resposta Th1. A administração intravenosa resultou em 

proteção parcial com resposta imunológica do tipo Th2 (MIZBANI et al., 2011). Já com relação 

a fatores essenciais para a sobrevivência do parasita e candidatos vacinais, destacamos o gene 

da centrina. A deleção do gene Centrina 1, explorada em L. donovani (LdCen-/-) 

(SELVAPANDIYAN et al., 2009), L. major (LmCen-/-) (ZHANG et al., 2020) e L. mexicana 

(LmexCen-/) (Volpedo et al., 2022a), proporcionou atenuação do parasita e, paralelamente, 

excelentes possibilidades de proteção contra o desafio. Portanto, a utilização de linhagens 

celulares de Leishmania atenuadas, como a LdCen-/-, LmCen-/- e LmexCen-/-, têm o potencial de 

se tornarem candidatos a vacinas para a leishmaniose, uma vez que induzem resposta imune 

protetora sem apresentar os efeitos colaterais da leishmanização, tais como reações localizadas 

exacerbadas e hipersensibilidade. 

Recentemente, a tecnologia CRISPR-Cas9 tem permitido a manipulação rápida e 

escalável do genoma de Leishmania (BENEKE et al., 2017; BENEKE; GLUENZ, 2019; 

ZHANG; LYPACZEWSKI; MATLASHEWSKI, 2020), uma grande vantagem especialmente 

para L. braziliensis, uma espécie conhecida pela plasticidade do seu genoma (PEACOCK et al., 

2007), e associada a manifestações clínicas graves, como mucosa e leishmaniose disseminada, 

responsável pela maioria dos casos de CL nas Américas (DAVID; CRAFT, 2009; BURZA et 

al., 2018). Esta tecnologia foi aplicada pela primeira vez em Leishmania para gerar uma L. 

mexicana imóvel, deficiente em PF16 (BENEKE et al., 2017). Recentemente, Adaiu e 

colaboradores usaram esta ferramenta para gerar uma linha celular da L. braziliensis deficiente 

em HSP-23 e HSP-100 (ADAUI et al., 2020), recapitulando o fenótipo observado na L. 

donovani nocaute para HSP23 e mostrando a viabilidade do CRISPR para a manipulação 

genética de L. braziliensis. Uma vez que o uso dessa tecnologia já demonstrou sucesso na 

geração de linhagens celulares deficientes em genes específicos, permitindo melhor 

entendimento da biologia do parasita e potenciais alvos para ferramentas imunoprofiláticas, nós 

usamos a mesma abordagem para gerar uma ferramenta imunoprofiláctica contra a LTA.  

Neste contexto, utilizamos a técnica de CRISPR/Cas9 para realizar a deleção 

direcionada da centrina em um isolado clínico de L. braziliensis (MHOM/BR/00/BA788) que 

não contém o Vírus de RNA de Leishmania (LRV1) (F. Novais, comunicação pessoal). A 

centrina é uma proteína do citoesqueleto que se liga ao cálcio e está envolvida na duplicação 
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do centrossoma em eucariotos (SALISBURY, 1995; SALISBURY et al., 2002). Para a deleção 

dos dois alelos da centrina, foi gerada uma linha celular de L. braziliensis expressando Cas9 e 

T7-RNAP. Os alelos foram substituídos por marcadores de seleção de neomicina e puromicina, 

em uma abordagem diferente da utilizada em L. donovani, onde o mutante foi gerado por 

recombinação homóloga de alelos de centrina pelos marcadores selecionáveis higromicina e 

neomicina (SELVAPANDIYAN et al., 2001). 

O sequenciamento do genoma completo dos parasitas L. donovani deficientes em 

centrina, revelou deleções fora do alvo abrangendo até 6.900 bp em loci não contíguos em 

vários cromossomos, incluindo sequências codificantes (GANNAVARAM et al., 2017). 

Enquanto no nosso trabalho, conseguimos deletar com sucesso apenas o gene da centrina do 

genoma da L. braziliensis usando a tecnologia de edição CRISPR/Cas9 (SHARMA et al., 

2022). Os mutantes da L. braziliensis deficientes em centrina apresentaram atenuação de 

crescimento in vitro e in vivo, com o fenótipo multinucleado característico observado em 

amastigotas da L. donovani (SELVAPANDIYAN et al., 2004). Além disso, foi realizado o 

sequenciamento do genoma completo de LbCas9T7 e LbCen-/-, que confirmou a deleção 

específica do lócus da centrina LbM22.1290 no mutante LbCen-/-, sem nenhum sinal de 

translocação para outro local genômico. Nossa análise também não sugere efeitos fora do alvo. 

Mutantes de L. donovani com deficiência de centrina são incapazes de se replicar no 

estágio intracelular do amastigota, e seu crescimento é seletivamente interrompido, resultando 

em parasitas multinucleados (SELVAPANDIYAN et al., 2004). Nossos resultados corroboram 

que a deficiência de centrina afeta o crescimento da L. braziliensis, já que amastigotas LbCen-

/- axênicos crescem mais lentamente em comparação com LbWT e apresentam múltiplos 

núcleos, como observado anteriormente em mutantes deficientes de centrina de L. donovani 

(SELVAPANDIYAN et al., 2004). Por outro lado, o crescimento in vitro de promastigotas 

LbCen-/- não foi alterado, e a morfologia celular foi semelhante quando comparados com LbWT 

e LbCas9T7. Outras análises ultraestruturais confirmaram que as alterações morfológicas 

observadas em amastigotas LbCen-/- não estavam presentes em LbWT nem LbCas9T7. Como 

na L. donovani deficiente em centrina, LbCen-/- apresenta células pleomórficas e anormalmente 

grandes, citocinese falhada que, coletivamente, resulta em morte celular (SELVAPANDIYAN 

et al., 2004). Com relação à sobrevivência na célula hospedeira, uma análise de curso de tempo 

mostrou que a carga parasitária de macrófagos infectados com LbCen-/- é significativamente 

menor em comparação com células infectadas com LbWT, confirmando que a deficiência da 

centrina em L. braziliensis também prejudica a sobrevivência dentro da célula hospedeira.  
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Considerando o crescimento menos eficiente dos amastigotas LdCen-/- (Selvapandiyan 

et al., 2004), foi proposto o uso desta linha atenuada como uma estratégia de profilaxia 

imunológica contra a leishmaniose visceral. Com base em experimentos in vitro e in vivo, onde 

os mutantes vivos não conseguiram se replicar em macrófagos humanos diferenciados e não 

foram detectados parasitas no baço ou fígado de camundongos infectados, confirmou-se que a 

atenuação foi mantida, garantindo a segurança da abordagem (SELVAPANDIYAN et al., 

2009). É importante destacar que após desafio com parasitas vivos, camundongos previamente 

inoculados com LdCen-/- mostraram uma redução significativa na carga parasitária. Este 

resultado foi correlacionado com o desenvolvimento de uma resposta celular Th1, caracterizada 

pela presença de células T CD4+ secretoras de IFN-γ / IL-2 / TNF-α (SELVAPANDIYAN et 

al., 2009).  

Nosso estudo avaliou a capacidade de LbCen-/- de infectar macrófagos murinos, 

demonstrando que, embora seja capaz de infectá-los, a porcentagem de células infectadas e o 

número de amastigotas intracelulares são significativamente menores em comparação com a 

cepa selvagem de L. braziliensis. Estes resultados corroboram os observados com L. donovani 

(SELVAPANDIYAN et al., 2009), indicando que a deleção da centrina em L. braziliensis 

recapitula o fenótipo atenuado. Além disso, a exposição de macrófagos a LbCen-/- ou LbWT 

levou a um resultado semelhante em relação à produção de mediadores inatos, como TNF-α, 

IL-12, IL-10 ou NO. No entanto, a infecção com LbCen-/- resultou em um aumento significativo 

na produção de IL-1β em comparação com LbWT. A IL-1β é produzida após a ativação do 

inflamossoma NLRP3 e está associada à patologia aumentada em modelos murinos de 

leishmaniose cutânea (CHARMOY et al., 2016; NOVAIS et al., 2018). Além disso, a produção 

de IL-1β por monócitos intermediários tem sido associada à imunopatologia na leishmaniose 

cutânea humana causada por L. braziliensis (Santos et al., 2018). 

A LdCen-/- tem sido amplamente estudada como uma ferramenta de imunoprofilaxia. 

Após a infecção in vivo, observou-se rápida e completa eliminação da LdCen-/- no baço e no 

fígado de camundongos, bem como redução da carga parasitária em hamsters, sendo 

indetectável no fígado, indicando a segurança dessa linhagem atenuada (SELVAPANDIYAN 

et al., 2009). A LbCen-/- reproduz esses achados, com a detecção dos parasitas ocorrendo em 

um ponto inicial de tempo (4 dias) após a inoculação na derme da orelha de camundongos, e 

posteriormente sendo completamente eliminados e não mais detectados. Assim, a dificuldade 

de sobrevivência da LbCen-/- in vitro também foi observada in vivo, confirmando seu perfil de 

infecção atenuado. 
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Sabe-se que uma infecção anterior por Leishmania induz imunidade robusta, conforme 

demonstrado no início pela prática de leishmanização (KHAMESIPOUR et al, 2005; 

PACHECO-FERNANDEZ et al., 2021), indicando que a imunoprofilaxia para leishmaniose é 

um objetivo alcançável. Consequentemente, uma cepa mutante de segunda geração da L. major, 

com deficiência da centrina (LmCen-/-), mostrou um fenótipo atenuado após inoculação em 

camundongos (ZHANG et al., 2020). A imunização com esta linha celular, livre de marcadores 

de resistência a antibióticos, resultou em proteção contra o desafio com flebotomíneos 

infectados, mostrando, pela primeira vez, que a edição do genoma mediada por CRISPR pode 

ser usada para o desenvolvimento de Leishmania atenuada que não causa doença e, em paralelo, 

induz o desenvolvimento de uma resposta protetora, semelhante à leishmanização. 

Recentemente, essa cepa LmCen-/- teve uma validação pré-clínica como vacina contra 

leishmaniose visceral, causada por L. donovani, transmitida por flebotomíneos. Os autores 

demonstraram que uma única injeção intradérmica confere proteção robusta e durável contra 

LV letal transmitida naturalmente por picadas de flebotomíneos infectados com L. donovani e 

previne a mortalidade. Este estudo demonstrou que os parasitas LmCen-/- são seguros e eficazes 

contra a VL e é uma forte candidata a ser testada em um ensaio clínico em humanos 

(KARMAKAR et al., 2021). Recentemente, também foi desenvolvida uma cepa de L. mexicana 

deficiente em centrina (LmexCen-/-) usando CRISPR/Cas9, a qual foi testada como candidato 

vacinal em modelo murino contra a leishmaniose cutânea do Novo Mundo causada por L. 

mexicana (VOLPEDO et al., 2022a) e contra a leishmaniose visceral do Velho Mundo causada 

por L. donovani (KARMAKAR et al., 2022), mostrando segurança e conferindo proteção contra 

a infeção virulenta. 

Neste sentido, a inoculação de camundongos BALB/c com LbCen-/- foi considerada 

segura, pois os parasitas não induziram o desenvolvimento de lesões, corroborando os 

resultados obtidos em outras pesquisas envolvendo Leishmania sp deficiente em Centrin-1. 

(SELVAPANDIYAN et al., 2009; ZHANG et al., 2020, VOLPEDO et al., 2022a). 

Considerando o perfil atenuado de LbCen-/- em relação ao desenvolvimento da lesão, avaliamos 

sua capacidade de conferir imunidade. Contudo, para nossa surpresa, a imunização com LbCen-

/- não conseguiu inibir o desenvolvimento da lesão após o desafio com LbWT, diferentemente 

dos relatos com outras Leishmania sp deficientes em centrina (SELVAPANDIYAN et al., 

2009; ZHANG et al., 2020, VOLPEDO et al., 2022a), em que a leishmania atenuada foi capaz 

de prevenir o desenvolvimento da doença, tanto na forma cutânea (ZHANG et al., 2020; 

VOLPEDO et al., 2022a) quanto na forma visceral (SELVAPANDIYAN et al., 2009; 

KARMAKAR et al., 2022), inclusive em modelos de desafio em leishmaniose transmitida por 
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flebotomíneos (ZHANG et al., 2020), considerado como padrão-ouro de desafios na 

leishmaniose. 

A literatura mostra que a imunidade protetora contra a leishmaniose requer baixos níveis 

de parasitas persistentes (UZONNA et al., 2004a; UZONNA et al., 2004b; KÉBAÏER et al., 

2006) e a eliminação completa do parasita leva à perda de imunidade (UZONNA et al., 2001). 

No presente estudo, os parasitas LbCen-/- foram detectados no início (2 semanas depois), mas 

foram rapidamente eliminados, uma vez que não puderam ser recuperados do local de 

inoculação ou nos linfonodos de drenagem cinco semanas depois da imunização. Esses 

resultados diferem dos relatados para LdCen-/- (SELVAPANDIYAN et al., 2009), LmCen-/- 

(ZHANG et al., 2020) e LmexCen-/- (VOLPEDO et al., 2022a), em que os parasitas foram 

detectados cinco semanas após a inoculação, indicando uma maior capacidade de sobrevivência 

no hospedeiro vertebrado, em comparação com LbCen-/-. Desta forma, podemos sugerir que a 

menor capacidade de LbCen-/- sobreviver após a inoculação in vivo pode explicar a falta de uma 

resposta imune protetora, como observado em outras leishmanias deficientes em centrina. 

Importante mencionar que a imunização com LdCen-/- foi capaz de proteger contra L. 

braziliensis (SELVAPANDIYAN et al., 2009), o que sugere que a persistência do parasita é 

fundamental para a geração de uma resposta imune protetora eficaz. Essa informação reforça a 

importância de compreender os mecanismos que regulam a sobrevivência e a persistência do 

parasita no hospedeiro, a fim de desenvolver estratégias mais eficazes de prevenção e 

tratamento da leishmaniose. Contrário à imunização com LdCen-/-, a vacinação com antígenos 

exógenos promastigotas solúveis de L. major e antígenos de leishmania altamente conservados, 

não protege contra a infecção por L. braziliensis (TONUI; TITUS, 2007; SALAY et al., 2007). 

Portanto, estudos futuros são necessários para melhor compreender melhor as propriedades que 

uma cepa de L. braziliensis atenuada deverá apresentar para induzir respostas imunes 

protetoras, visando ao desenvolvimento pré-clínico de vacinas. 

Por outro lado, neste trabalho também comparamos as respostas imunes geradas pela 

imunização com LbCen-/- versus a induzida pela leishmanização. Uma exposição prévia a L. 

braziliensis, seguida de cicatrização espontânea das lesões conferiu proteção contra um desafio 

virulento subsequente. A proteção conferida pela leishmanização foi associada à resposta imune 

celular, produção elevada de IFN-γ durante as respostas de memória imunológica, juntamente 

com uma carga parasitária significativamente reduzida. Por outro lado, a imunização com 

LbCen-/- resultou numa resposta imune mais voltada para Th2, com níveis elevados de IL-4, IL-

10 e IL-17 e níveis mais baixos de anticorpos IgG1 e IgG2a. Embora a produção de IFN-γ tenha 

sido semelhante em camundongos imunizados com LbCen-/- e naqueles submetidos à 
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leishmanização, IL-4 e IL-10 foram ambas reguladas positivamente após a imunização com 

LbCen-/-, em comparação com camundongos leishmanizados. Isso sugere que a imunização com 

LbCen-/- induziu uma resposta imune mais propensa ao desenvolvimento da doença do que à 

proteção contra a infecção, diferentemente do que foi observado em outras espécies de 

Leishmania deficientes em centrina. É importante destacar que durante a infecção de 

camundongos BALB/c por L. major a IL-10 foi associada à persistência do parasita (BELKAID 

et al., 2001), também o tratamento com anticorpo monoclonal anti-IL-4 (CHATELAIN et al., 

1992; KOPF et al., 1996) ou o emprego de camundongos deficientes em IL-4 mostrou que a 

produção precoce de IL-4 conduz uma resposta Th2 e, portanto, suscetibilidade à doença. Em 

comparação com o que observamos aqui, camundongos BALB/c imunizados com LmexCen-/- 

produziram níveis significativamente mais baixos de IL-10 e IL-4, respostas 

caracteristicamente induzidas por L. mexicana (VOLPEDO et al., 2022a). Essa modulação 

imune induzida por L. mexicana deficiente em centrina resultou em proteção contra um desafio 

virulento.  

Em anos recentes, a literatura tem mostrado que a IL-4 pode contribuir para a patologia 

da infecção de duas maneiras: 1) A IL-4 suporta a produção de uma resposta imune Th2, 

caracterizada pela produção de IL-4 por células T CD4+; 2) A IL-4 promove a produção de 

IFN-γ patogênico por células T CD8+ (POUDEL et al., 2020). Esse estudo sugere que a IL-4 

desempenha um papel importante na ativação das respostas de células T CD4+ e CD8+ durante 

a infecção por L. major, o que pode contribuir para a patologia observada em camundongos 

BALB/c (POUDEL et al., 2020). Outro fator associado à suscetibilidade é a carga parasitária 

na inoculação. A infecção de baixa dose com L. major não causa infecção progressiva, ao 

contrário, induziu uma resposta celular e controle da doença (BRETSCHER et al., 1992). Por 

último, durante a imunização de baixa dose com L. major, foi demonstrado que as células T 

CD8+ produtoras de IFN-γ também são ativadas, promovendo uma mudança de uma resposta 

Th2 para uma resposta protetora Th1 (UZONNA et al., 2004b). Aqui, não avaliamos se doses 

menores de LbCen-/- poderiam induzir uma resposta diferente em relação à proteção, no entanto, 

não fomos capazes de detectar IL-12, a citocina que impulsiona as respostas imunes anti-

leishmaniose do tipo T helper 1. 

A exposição de camundongos a duas inoculações de LbCen-/- não resultou em alteração 

do resultado da infecção de desafio. Como observado com uma única imunização, o priming e 

o boosting não resultaram em aumento da resposta imune capaz de impedir o desenvolvimento 

de lesões. Assim, confirmamos que a cepa de L. braziliensis com deficiência de centrina é 
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extremamente atenuada e que mesmo uma injeção de reforço não pode sustentar a persistência 

do parasita em direção à geração de uma resposta imune protetora. 

Visando o entendimento da resposta imune gerada após imunização no contexto de 

vacinação contra a leishmaniose, novos enfoques têm começado a ser estudados, por exemplo 

o papel emergente de mediadores metabólicos, como microRNAs e reprogramação epigenética, 

na infecção por Leishmania. Um trabalho recente, estudou os impulsionadores metabólicos de 

diferenças imunológicas entre a infecção com cepas selvagens e deficientes em centrina de L. 

mexicana. Os resultados sugerem que a imunização com LmexCen-/- resulta em alterações 

metabólicas únicas, incluindo a regulação positiva do metabolismo de aspartato e a via da 

pentose fosfato (PPP) no local da inoculação (VOLPEDO et al., 2022c). Essas vias são 

conhecidas por induzir um fenótipo protetor pró-inflamatório em macrófagos, que é crucial para 

montar uma resposta imunológica protetora contra CL (VOLPEDO et al., 2022c). Assim, este 

tipo de estudos pode ser utilizado para entender mecanismos regulatórios imunológicos que 

podem ser críticos para a indução de imunidade protetora. 

Também, outra abordagem que está sendo desenvolvida com o objetivo de acelerar o 

desenvolvimento de vacinas contra as leishmanioses é o uso de modelos de infeção humana 

controlada (Controlled human infection model -CHIM). Esses estudos visam expor, de maneira 

controlada, seres humanos a patógenos, com o propósito de avaliar a eficácia de vacinas em 

desenvolvimento ou para se estudar os mecanismos de patogênese da doença (PARKASH et 

al., 2021). Nesses estudos, é necessário que seja utilizado um agente infeccioso bem 

caracterizado e produzido de acordo com as Boas Práticas de Fabricação. No caso da 

leishmaniose, os estudos têm prosseguido nesse sentido, com a produção de L. major nestas 

condições para a realizados de protocolos de CHIM. Estudos deste tipo devem acelerar a 

avaliação de candidatos vacinais em ensaios clínicos (PARKASH et al., 2021). 
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7 CONCLUSÕES 

 

 A deleção do gene Centrina 1 do genoma de L. braziliensis resulta em uma cepa 

atenuada, com o fenótipo multinuclear característico observado em LdCen-/-, LmCen-/- 

e LmexCen-/-.  

 A imunização com LbCen-/- não é capaz de gerar uma resposta imune robusta e protetora 

contra infeção virulenta com L. braziliensis WT. 

 Novos estudos serão necessários para entender as características que uma cepa atenuada 

de L. braziliensis deve possuir a fim gerar respostas imunes protetoras contra um desafio 

virulento. 
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