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RESUMO 

 

A leishmaniose visceral, causada por Leishmania infantum, permanece como um 

importante problema de saúde pública no Brasil e em outros países endêmicos, 

especialmente em regiões caracterizadas por vulnerabilidade socioeconômica. Após 

a infecção, o parasito interage com células do sistema imune inato, incluindo os 

neutrófilos, podendo modular processos moleculares essenciais para a resposta do 

hospedeiro. Entre esses processos, destaca-se o splicing alternativo, um mecanismo 

co-transcricional que amplia a diversidade de transcritos e proteínas a partir de um 

único gene e desempenha papel crítico na regulação da imunidade. Embora 

alterações de splicing já tenham sido descritas em diferentes contextos infecciosos, 

seus efeitos em neutrófilos humanos infectados por L. infantum ainda não haviam sido 

investigados. Neste estudo, analisou-se o transcriptoma de neutrófilos humanos 

infectados e não infectados, obtidos de doadores saudáveis em condições pareadas. 

Após o sequenciamento de RNA, foram realizados controle de qualidade, 

alinhamento, montagem e quantificação dos transcritos. A análise de splicing 

alternativo, conduzida por meio da ferramenta SUPPA2, permitiu identificar eventos e 

isoformas diferencialmente regulados entre as condições avaliadas, considerando 

como significativos os eventos com variações de inclusão iguais ou superiores a 0,1 

e valores de p inferiores ou iguais a 0,05. Embora numerosos eventos de splicing 

tenham sido detectados nos neutrófilos, apenas uma fração apresentou diferenças 

significativas após a infecção, com predominância de eventos de exclusão de éxons. 

No nível de isoformas, dez transcritos foram diferencialmente regulados, sendo 

observada troca completa de isoformas nos genes CCM2L e SLC25A52. A predição 

estrutural dessas isoformas por meio do AlphaFold2 revelou alterações sutis em 

SLC25A52, enquanto CCM2L apresentou modificações estruturais marcantes, 

sugerindo possíveis implicações funcionais na resposta inicial à infecção. Esses 

achados indicam que L. infantum modula o splicing alternativo de forma seletiva em 

neutrófilos humanos, introduzindo uma camada adicional de regulação co-

transcricional que pode influenciar a dinâmica da interação parasito-hospedeiro. 

 

Palavras-chave: splicing alternativo; neutrófilos; Leishmania infantum; 

transcriptômica; isoformas. 

  



 

ABSTRACT 

 

Visceral leishmaniasis, caused by Leishmania infantum, remains a major public health 

problem in Brazil and other endemic countries, particularly in regions marked by 

socioeconomic vulnerability. After infection, the parasite interacts with innate immune 

cells, including neutrophils, and can modulate essential molecular processes that 

shape the host response. Among these processes, alternative splicing stands out as a 

co-transcriptional mechanism that expands transcript and protein diversity from a 

single gene and plays a critical role in immune regulation. Although splicing alterations 

have been described in several infectious contexts, their effects on human neutrophils 

infected with L. infantum had not yet been investigated. In this study, the 

transcriptomes of infected and uninfected human neutrophils, obtained from healthy 

donors under paired conditions, were analyzed. Following RNA sequencing, quality 

control, alignment, transcript assembly, and quantification were performed. Alternative 

splicing analysis, conducted using SUPPA2, enabled the identification of differentially 

regulated events and isoforms between conditions, considering as significant those 

with inclusion changes ≥ 0.1 and p-values ≤ 0.05. Although numerous splicing events 

were detected in neutrophils, only a subset showed significant differences after 

infection, with exon skipping events being the most prevalent. At the isoform level, ten 

transcripts were differentially regulated, and complete isoform switching was observed 

in the CCM2L and SLC25A52 genes. Structural prediction of these isoforms using 

AlphaFold2 revealed subtle changes in SLC25A52, whereas CCM2L displayed 

pronounced structural and domain alterations, suggesting potential functional 

implications in the early response to infection. These findings indicate that L. infantum 

selectively modulates alternative splicing in human neutrophils, introducing an 

additional layer of co-transcriptional regulation that may influence parasite-host 

interaction dynamics. 

 

Keywords: alternative splicing; neutrophils; Leishmania infantum; transcriptomics; 

isoforms. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

1.1 Panorama clínico e epidemiológico das leishmanioses 

 

As leishmanioses constituem um complexo de doenças infecciosas 

causadas por protozoários do gênero Leishmania spp., transmitidos ao hospedeiro 

vertebrado pela picada de flebotomíneos hematófagos. As leishmanioses apresentam 

uma grande diversidade clínica, epidemiológica e biológica, refletindo uma 

heterogeneidade das espécies parasitárias envolvidas, dos vetores, dos reservatórios 

animais e das respostas imunes do hospedeiro (Alvar et al., 2012; Burza; Croft; 

Boelaert, 2018). 

A Organização Mundial da Saúde (OMS) classifica as leishmanioses como 

doenças tropicais negligenciadas que estão associadas principalmente a populações 

em situação de vulnerabilidade socioeconômica, com acesso limitado a diagnóstico e 

tratamento (Pan American Health Organization - PAHO, 2024). Além disso, estima-se 

que milhões de pessoas estejam expostas ao risco de infecção, com impacto 

substancial na morbidade, mortalidade e qualidade de vida em regiões consideradas 

endêmicas (Alvar et al., 2012; Pareyn et al., 2025). Entretanto, esse cenário tende a 

se agravar, uma vez que, nos últimos anos, as mudanças climáticas têm favorecido a 

expansão geográfica dos vetores, que são tipicamente termofílicos, para áreas 

anteriormente consideradas ambientalmente desfavoráveis, ampliando o risco de 

transmissão da doença  em regiões não endêmicas (González et al., 2025; Koch et 

al., 2017).  

Do ponto de vista biológico, as leishmanioses representam um modelo 

complexo de interação parasito-hospedeiro, uma vez que o estabelecimento da 

infecção depende não apenas da capacidade do parasito de sobreviver em células 

fagocíticas, mas também da sua habilidade de modular respostas inflamatórias, vias 

de sinalização celular e mecanismos regulatórios do hospedeiro (Burza; Croft; 

Boelaert, 2018; Pareyn et al., 2025).  

As leishmanioses apresentam diferentes manifestações clínicas que 

resultam tanto da diversidade das espécies do gênero Leishmania spp. quanto da 

forma como o hospedeiro responde à infecção. De maneira geral, são classificadas 
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em leishmaniose cutânea, mucocutânea e visceral (Burza; Croft; Boelaert, 2018; 

PAHO, 2024). 

 

1.2 Leishmaniose Visceral Humana 

 

A leishmaniose é classificada em três formas clínicas principais, formas 

cutâneas, mucocutâneas e viscerais, sendo essa última a manifestação clínica mais 

grave. A leishmaniose visceral (LV), causada por Leishmania infantum, é 

caracterizada por suscitar infecção sistêmica, comprometimento de órgãos linfoides e 

aumentar a letalidade quando não tratada adequadamente (Burza; Croft; Boelaert, 

2018; Costa et al., 2010). O Global Burden of Disease estimou que, em 2023, a LV foi 

responsável por aproximadamente 4.627 mortes, evidenciando a persistência do 

impacto letal da doença (Pareyn et al., 2025).  

O Brasil continua sendo o principal foco de LV, respondendo por 92% dos 

casos notificados na América do Sul e Central, em virtude da manutenção do 

reservatório de L. infantum em cães, da urbanização acelerada e da adaptação do 

vetor Lutzomyia longipalpis ao ambiente urbano, amplificado pela grande população 

do Brasil e pela detecção de casos mais eficientes em comparação com países 

vizinhos (Pareyn et al., 2025).  

Clinicamente, a LV se manifesta por febre prolongada, 

hepatoesplenomegalia, anemia, leucopenia e trombocitopenia, determinando um 

grande impacto da infecção sobre o sistema imune e a hematopoese (Burza; Croft; 

Boelaert, 2018; PAHO, 2024). Esse cenário reforça a necessidade de aprofundar o 

conhecimento dos mecanismos celulares e moleculares envolvidos na infecção, 

principalmente nas fases iniciais da interação parasito-hospedeiro, que podem 

influenciar diretamente o estabelecimento e a progressão da doença. 

 

1.3 Resposta Imune Inata à Infecção Por Leishmania e Neutrófilos  

 

A infecção por leishmania inicia-se com a inoculação das formas 

promastigotas metacíclicas na pele do hospedeiro durante o repasto sanguíneo do 

flebotomíneo vetor. Nesse momento inicial, os parasitos são depositados na pele 

juntamente com a saliva do inseto, passando a interagir com o microambiente local. 

Em resposta a essa inoculação, ocorre o recrutamento rápido de células da imunidade 
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inata para o local da infecção no qual os parasitos, em sua forma promastigota, são 

rapidamente reconhecidos e internalizados por células fagocíticas, incluindo 

neutrófilos e macrófagos. Uma vez fagocitados, os parasitos começam a diferenciar-

se em formas amastigotas, adaptadas a sobrevivência intracelular e iniciam a 

replicação no interior das células hospedeiras. Esses eventos iniciais estabelecem as 

bases para a disseminação do parasito e para a modulação da resposta imune do 

hospedeiro, conforme esquematizado no ciclo de vida da Leishmania spp. (Figura 1) 

(Pareyn et al., 2025; Peters; Sacks, 2009) 

 

Figura 1 - Ciclo de vida da Leishmania spp. e estágios iniciais da infecção no 

hospedeiro humano e no flebotomíneo vetor. 

 

Fonte: Adaptado de Pareyn et al., 2025. 

 

A leishmania possui dois estágios diferentes durante o seu ciclo de vida, 

sendo a forma promastigota predominante no vetor e a forma amastigota responsável 

pela infecção intracelular no hospedeiro vertebrado. Os neutrófilos representam um 

dos primeiros componentes celulares da resposta imune inata a entrar em contato 
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com as formas promastigotas de L. infantum, embora os macrófagos sejam 

reconhecidos como o principal nicho replicativo da forma amastigota de leishmania 

(Laskay; Van Zandbergen; Solbach, 2008; Peters; Sacks, 2009). Os neutrófilos são 

células que desempenham importantes funções no reconhecimento e controle inicial 

do patógeno, mas também apresentam uma atuação ambígua, pois embora possam 

liberar espécies reativas de oxigênio, armadilhas extracelulares de neutrófilos 

(neutrophil extracellular traps - NETs) e citocinas inflamatórias também podem ser 

explorados pelo parasito como abrigo temporário ou veículo para alcançar os 

macrófagos, células que ocorrem a multiplicação do parasito (Hurrell; Regli; Tacchini-

Cottier, 2016).  

O reconhecimento inicial de Leishmania spp. pelas células da imunidade 

inata é mediado por receptores de reconhecimento padrão (pattern recognition 

receptors - PRRs), responsáveis pela detecção de padrões moleculares associados a 

patógenos (PAMPs) e pela ativação das primeiras respostas inflamatórias do 

hospedeiro (Gurung; Kanneganti, 2015). Esses receptores estão expressos em 

diferentes células fagocíticas, incluindo neutrófilos e macrófagos permitindo a 

detecção das formas promastigotas logo após a inoculação do parasito na pele 

(Costa-da-Silva et al., 2022). Entre os PRRs envolvidos nesse processo, destacam-

se os receptores do tipo Toll (TLRs), como TLR2, TLR4 e TLR9, que têm sido 

associados ao reconhecimento de moléculas de Leishmania e à indução de citocinas 

e quimiocinas pró-inflamatórias, modulando a intensidade da resposta imune local 

(Costa-da-Silva et al., 2022). No entanto, evidências indicam que a ativação dessas 

vias nem sempre resulta em eliminação eficiente do parasito, uma vez que Leishmania 

spp. é capaz de interferir nos mecanismos de sinalização mediados por PRRs, 

favorecendo sua sobrevivência intracelular e contribuindo para a complexidade e 

ambiguidade da resposta imune inata observada durante a infecção (Carneiro; Peters, 

2021; Gurung; Kanneganti, 2015). 

Estudos in vitro e ex vivo demonstram que neutrófilos humanos são 

capazes de internalizar L. infantum e responder à infecção com ativação funcional e 

produção de mediadores inflamatórios, incluindo citocinas e quimiocinas (Oualha et 

al., 2019). Entretanto, essa resposta nem sempre resulta em eliminação eficiente do 

parasito. Além disso, a Leishmania spp. pode explorar os neutrófilos como um 

compartimento transitório, utilizando-os como um “refúgio inicial” que facilita a evasão 

imune e a posterior transferência do parasito para macrófagos, fenômeno 
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frequentemente descrito como estratégia do “cavalo de Troia” (Hurrell; Regli; Tacchini-

Cottier, 2016; Laskay; Van Zandbergen; Solbach, 2008). 

 

1.4 Regulação pós-transcricional na resposta imune: splicing alternativo 

 

A regulação da expressão gênica em células imunológicas não se limita ao 

nível transcricional. Mecanismos co e pós-transcricionais, como o splicing alternativo 

(AS), desempenham papel importante na geração de diversidade funcional do 

transcriptoma humano (Nilsen; Graveley, 2010; Pan et al., 2008). 

Estima-se que mais de 95% dos genes humanos expressem múltiplas 

isoformas de RNA por AS, permitindo o desenvolvimento de doenças infeciosas (Lyu 

et al., 2023). Em células do sistema imune, esse mecanismo influencia diretamente 

vias de sinalização, ativação celular, produção de citocinas e decisões de 

sobrevivência ou morte celular (Tao et al., 2024). Estudos demonstram que processos 

infecciosos podem remodelar padrões de splicing por meio da modulação de proteínas 

reguladoras de splicing (RNA-binding proteins), alterações no estado inflamatório e 

ativação de vias de estresse celular (Marasco; Kornblihtt, 2023).  

 

1.4.1 Biogênese do splicing e principais eventos de splicing alternativo 

 

O splicing do pré-mRNA é um processo fundamental da expressão gênica 

em eucariotos e ocorre no núcleo celular por meio da remoção de íntrons e da junção 

sequencial de éxons, resultando na formação do RNA mensageiro maduro. Esse 

processo é catalisado por um complexo altamente dinâmico denominado 

spliceossomo, composto por pequenas ribonucleoproteínas nucleares (snRNPs) 

associadas a um grande número de proteínas regulatórias. O spliceossomo atua no 

núcleo celular de forma coordenada com a transcrição do RNA pela RNA polimerase 

II, processando o pré-mRNA à medida que ele é sintetizado. Durante esse processo, 

o transcrito recém-formado já é reconhecido por componentes do spliceossomo, 

permitindo a remoção progressiva dos íntrons e a seleção de éxons para a junção 

correta dos mesmos. Essa ligação entre transcrição e splicing permite que a remoção 

de íntrons e a seleção de éxons ocorram de maneira dinâmica e regulada durante a 

síntese do RNA, contribuindo assim para a eficiência do processamento e para o 

controle de qualidade do RNA mensageiro antes da sua exportação para o citoplasma. 
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Dessa forma, a atuação do spliceossomo está diretamente relacionada a produção de 

RNAs mensageiros maduros funcionalmente competentes, que poderão ser 

traduzidos no citoplasma, conforme ilustrado na montagem do spliceossomo da Figura 

2 (Marasco; Kornblihtt, 2023; Wahl; Will; Lührmann, 2009; Zhang et al., 2021). 

 

Figura 2 - Atuação do spliceossomo durante a maturação do pré-mRNA. 

 

Fonte: Zhang et. al., 2021. 

 

A montagem do spliceossomo ocorre de maneira ordenada ao longo do 

transcrito inicial e depende do reconhecimento preciso de sequências consideradas 

canônicas que estão localizadas nas extremidades dos íntrons, como o sítio doador 

(5’ splice site), o sítio aceitador (3’ splice site) e a região do ponto de ramificação. A 

precisão desse reconhecimento é essencial para a manutenção da integridade do 

transcriptoma e para a tradução correta das informações do transcrito, podendo ser 

controlada em diferentes contextos celulares e fisiológicos (Marasco; Kornblihtt, 2023; 

Wahl; Will; Lührmann, 2009). 

O AS ocorre quando diferentes combinações de éxons e íntrons são 

selecionadas durante o processamento do mesmo pré-mRNA, originando múltiplas 
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isoformas de RNA a partir de um único gene e, consequentemente, proteínas que 

podem variar estrutural e funcionalmente. Entretanto, o impacto do AS não se 

restringe à ampliação da diversidade proteica, uma vez que o processamento 

alternativo de transcritos também pode resultar na geração de isoformas não 

codificantes ou não produtivas, como transcritos processados desprovidos de uma 

open reading frame (ORF) funcional ou contendo códons de parada prematuros, além 

de transcritos longos não codificantes (lncRNAs), ampliando a diversidade funcional 

do transcriptoma (Liu et al., 2023). Em mamíferos, esses eventos estão 

frequentemente associados a mecanismos regulatórios pós-transcricionais, incluindo 

a degradação seletiva de transcritos via nonsense-mediated decay (NMD), 

contribuindo para o controle fino da abundância de RNAs e proteínas (Liu et al., 2023; 

Shin et al., 2025). Dessa forma, o AS atua como um importante mecanismo de 

regulação da expressão gênica, modulando não apenas quais proteínas são 

produzidas, mas também quais RNAs são estáveis ou degradados, o que pode ser 

particularmente relevante em contextos de estresse celular e respostas adaptativas.  

A escolha entre sítios alternativos de splicing não é aleatória, mas é 

resultado de um equilíbrio dinâmico entre elementos regulatórios cis presentes no 

RNA, como os enhancers e silencers, e fatores regulatórios trans, como proteínas 

ligantes de RNA (RNA-binding proteins). Esses fatores modulam a montagem do 

spliceossomo e promovem ou inibem a inclusão de éxons específicos em resposta a 

sinais celulares e estímulos ambientais e de estresse, atribuindo ao AS um papel 

importante na adaptação funcional das células (Marasco; Kornblihtt, 2023; Pan et al., 

2008). Esses processos permitem à célula ajustar rapidamente o repertório de 

isoformas expressas, incluindo a geração de isoformas não codificantes ou 

degradáveis que participam da regulação fina da expressão gênica em diferentes 

condições fisiológicas (Liu et al., 2023). 

Os principais tipos de eventos canônicos de AS descritos em células 

humanas incluem a exclusão ou inclusão de éxons (skipped exon, SE), a utilização de 

sítios alternativos 5’ ou 3’ (A5SS e A3SS), a retenção de íntrons (RI), a inclusão de 

éxons mutuamente exclusivos (MX), o uso de primeiros éxons alternativos (alternative 

first exon, AF) e últimos éxons alternativos (alternative last exon, AL), em que 

observamos também terminações e início alternativos conforme esquematizado por 

Blencowe (2006) na Figura 3 (Blencowe, 2006; Marasco; Kornblihtt, 2023; Pan et al., 

2008; Zhang et al., 2021). Esses diferentes eventos resultam em variações na 
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estrutura do transcrito, que pode alterar o seu comprimento, a composição de 

domínios proteicos específicos, a sua estabilidade e também sua localização celular. 

Consequentemente, o AS exerce um impacto direto sobre a função das proteínas 

codificadas, influenciando processos celulares básicos, como sinalização, 

sobrevivência celular e respostas adaptativas, especialmente em contextos de 

estresse ou ativação imunológica (Blencowe, 2006; Marasco; Kornblihtt, 2023; Pan et 

al., 2008; Zhang et al., 2021). 

 

Figura 3 - Principais tipos de splicing alternativo e terminação/início alternativo no 

transcriptoma humano. 

 

Fonte: Blencowe, 2006. 

 

Apesar do reconhecimento crescente da importância do AS na imunidade, 

há uma escassez de estudos que investiguem esse mecanismo em neutrófilos 

humanos durante infecções parasitárias, especialmente no contexto da LV, uma vez 

que os neutrófilos são uma das primeiras células recrutadas para o sítio de infecção 

e desempenham papel central na resposta imune inata. Estudos recentes indicam que 

a infecção por L. infantum é capaz de alterar a expressão de genes associados à 

regulação pós-transcricional, como as RBPs, em neutrófilos humanos, sugerindo que 
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o AS pode ser afetado durante a infecção (Scaramele et al., 2024). No entanto, ainda 

não existem estudos sistemáticos dos eventos de AS diferencial nem da geração de 

isoformas com potencial impacto estrutural ou funcional. Essa lacuna limita a 

compreensão de como as alterações no AS observadas em neutrófilos se relacionam 

com a infecção e impede a identificação de novas camadas regulatórias relevantes 

para a patogênese da LV, bem como de possíveis alvos moleculares envolvidos na 

modulação da resposta do hospedeiro ao parasito. 
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