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RESUMO

A leishmaniose visceral, causada por Leishmania infantum, permanece como um
importante problema de saude publica no Brasil e em outros paises endémicos,
especialmente em regides caracterizadas por vulnerabilidade socioeconémica. Apés
a infecgdo, o parasito interage com células do sistema imune inato, incluindo os
neutréfilos, 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 proteinas a partir de um
unico gene e desempenha papel critico na regulacdo da imunidade. Embora
alteracdes de splicing ja tenham sido descritas em diferentes contextos infecciosos,
seus efeitos em neutrofilos humanos infectados por L. infantum ainda ndo haviam sido
investigados. Neste estudo, analisou-se o transcriptoma de neutréfilos humanos
infectados e nao infectados, obtidos de doadores saudaveis em condigdes pareadas.
Apos o sequenciamento de RNA, foram realizados controle de qualidade,
alinhamento, montagem e quantificagdo dos transcritos. A analise de splicing
alternativo, conduzida por meio da ferramenta SUPPAZ2, permitiu identificar eventos e
isoformas diferencialmente regulados entre as condi¢cées avaliadas, considerando
como significativos os eventos com variagdes de inclusao 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 neutrdfilos, apenas uma fragao apresentou diferencas
significativas apods a infecgdo, com predominancia de eventos de exclusao de éxons.
No nivel de isoformas, dez transcritos foram diferencialmente regulados, sendo
observada troca completa de isoformas nos genes CCM2L e SLC25A52. A predicao
estrutural dessas isoformas por meio do AlphaFold2 revelou alteracbes sutis em
SLC25A52, enquanto CCMZ2L apresentou modificacdes estruturais marcantes,
sugerindo possiveis implicacbes funcionais na resposta inicial a infeccdo. Esses
achados indicam que L. infantum modula o splicing alternativo de forma seletiva em
neutréfilos humanos, introduzindo uma camada adicional de regulagédo co-

transcricional que pode influenciar a dindmica da interacao parasito-hospedeiro.

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

transcriptdomica; 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 CCMZ2L 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 INTRODUGAO GERAL

1.1 Panorama clinico e epidemiolégico das leishmanioses

As leishmanioses constituem um complexo de doengas infecciosas
causadas por protozoarios do género Leishmania spp., transmitidos ao hospedeiro
vertebrado pela picada de flebotomineos hematéfagos. As leishmanioses apresentam
uma grande diversidade clinica, epidemioldégica e biologica, refletindo uma
heterogeneidade das espécies parasitarias envolvidas, dos vetores, dos reservatérios
animais e das respostas imunes do hospedeiro (Alvar et al., 2012; Burza; Croft;
Boelaert, 2018).

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) classifica as leishmanioses como
doencas tropicais negligenciadas que estao associadas principalmente a populacdes
em situagao de vulnerabilidade socioeconémica, com acesso limitado a diagndstico e
tratamento (Pan American Health Organization - PAHO, 2024). Além disso, estima-se
que milhdes de pessoas estejam expostas ao risco de infeccdo, com impacto
substancial na morbidade, mortalidade e qualidade de vida em regides consideradas
endémicas (Alvar et al., 2012; Pareyn et al., 2025). Entretanto, esse cenario tende a
se agravar, uma vez que, nos ultimos anos, as mudancgas climaticas tém favorecido a
expansao geografica dos vetores, que sdo tipicamente termofilicos, para areas
anteriormente consideradas ambientalmente desfavoraveis, ampliando o risco de
transmissao da doenca em regides ndo endémicas (Gonzalez et al., 2025; Koch et
al., 2017).

Do ponto de vista bioldgico, as leishmanioses representam um modelo
complexo de interagao parasito-hospedeiro, uma vez que o estabelecimento da
infeccdo depende nao apenas da capacidade do parasito de sobreviver em células
fagociticas, mas também da sua habilidade de modular respostas inflamatérias, vias
de sinalizagdo celular e mecanismos regulatorios do hospedeiro (Burza; Croft;
Boelaert, 2018; Pareyn et al., 2025).

As leishmanioses apresentam diferentes manifestagdes clinicas que
resultam tanto da diversidade das espécies do género Leishmania spp. quanto da

forma como o hospedeiro responde a infecgdo. De maneira geral, sao classificadas
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em leishmaniose cutdnea, mucocutanea e visceral (Burza; Croft; Boelaert, 2018;
PAHO, 2024).

1.2 Leishmaniose Visceral Humana

A leishmaniose é classificada em trés formas clinicas principais, formas
cutaneas, mucocutaneas e viscerais, sendo essa ultima a manifestacao clinica mais
grave. A leishmaniose visceral (LV), causada por Leishmania infantum, é
caracterizada por suscitar infec¢ao sistémica, comprometimento de érgéos linfoides e
aumentar a letalidade quando nao tratada adequadamente (Burza; Croft; Boelaert,
2018; Costa et al., 2010). O Global Burden of Disease estimou que, em 2023, a LV foi
responsavel por aproximadamente 4.627 mortes, evidenciando a persisténcia do
impacto letal da doencga (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 manutencdo do
reservatorio de L. infantum em caes, da urbanizacao acelerada e da adaptacédo do
vetor Lutzomyia longipalpis ao ambiente urbano, amplificado pela grande populagéo
do Brasil e pela detecgdo de casos mais eficientes em comparacdo com paises
vizinhos (Pareyn et al., 2025).

Clinicamente, a LV se manifesta por febre prolongada,
hepatoesplenomegalia, anemia, leucopenia e trombocitopenia, determinando um
grande impacto da infeccdo sobre o sistema imune e a hematopoese (Burza; Croft;
Boelaert, 2018; PAHO, 2024). Esse cenario reforca a necessidade de aprofundar o
conhecimento dos mecanismos celulares e moleculares envolvidos na infecgao,
principalmente nas fases iniciais da interagao parasito-hospedeiro, que podem

influenciar diretamente o estabelecimento e a progressédo da doencga.

1.3 Resposta Imune Inata a Infecgdo Por Leishmania e Neutréfilos

A infecgdo por leishmania inicia-se com a inoculagdo das formas
promastigotas metaciclicas na pele do hospedeiro durante o repasto sanguineo do
flebotomineo vetor. Nesse momento inicial, os parasitos sao depositados na pele
juntamente com a saliva do inseto, passando a interagir com o microambiente local.

Em resposta a essa inoculacao, ocorre o recrutamento rapido de células da imunidade
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inata para o local da infeccdo no qual os parasitos, em sua forma promastigota, s&o
rapidamente reconhecidos e internalizados por células fagociticas, incluindo
neutrofilos e macréfagos. Uma vez fagocitados, os parasitos comegam a diferenciar-
se em formas amastigotas, adaptadas a sobrevivéncia intracelular e iniciam a
replicacao no interior das células hospedeiras. Esses eventos iniciais estabelecem as
bases para a disseminagédo do parasito e para a modulagdo 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 estagios iniciais da infeccdo no

hospedeiro humano e no flebotomineo vetor.
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Fonte: Adaptado de Pareyn et al., 2025.

A leishmania possui dois estagios diferentes durante o seu ciclo de vida,
sendo a forma promastigota predominante no vetor e a forma amastigota responsavel
pela infeccao intracelular no hospedeiro vertebrado. Os neutréfilos representam um

dos primeiros componentes celulares da resposta imune inata a entrar em contato
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com as formas promastigotas de L. infanfum, embora os macrofagos sejam
reconhecidos como o principal nicho replicativo da forma amastigota de leishmania
(Laskay; Van Zandbergen; Solbach, 2008; Peters; Sacks, 2009). Os neutréfilos séo
células que desempenham importantes fungdes no reconhecimento e controle inicial
do patégeno, mas também apresentam uma atuagdo ambigua, pois embora possam
liberar espécies reativas de oxigénio, armadilhas extracelulares de neutrdfilos
(neutrophil extracellular traps - NETSs) e citocinas inflamatérias também podem ser
explorados pelo parasito como abrigo temporario ou veiculo para alcancar os
macrofagos, células que ocorrem a multiplicagdo do parasito (Hurrell; Regli; Tacchini-
Cottier, 2016).

O reconhecimento inicial de Leishmania spp. pelas células da imunidade
inata € mediado por receptores de reconhecimento padrdo (pattern recognition
receptors - PRRs), responsaveis pela detecgado de padrdes moleculares associados a
patégenos (PAMPs) e pela ativacdo das primeiras respostas inflamatérias do
hospedeiro (Gurung; Kanneganti, 2015). Esses receptores estdo expressos em
diferentes células fagociticas, incluindo neutrofilos e macrofagos permitindo a
deteccdo das formas promastigotas logo apds a inoculagdo 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 tém sido
associados ao reconhecimento de moléculas de Leishmania e a indugao de citocinas
e quimiocinas proé-inflamatérias, modulando a intensidade da resposta imune local
(Costa-da-Silva et al., 2022). No entanto, evidéncias indicam que a ativacdo dessas
vias nem sempre resulta em eliminagao eficiente do parasito, uma vez que Leishmania
spp. € capaz de interferir nos mecanismos de sinalizacdo mediados por PRRs,
favorecendo sua sobrevivéncia intracelular e contribuindo para a complexidade e
ambiguidade da resposta imune inata observada durante a infec¢ao (Carneiro; Peters,
2021; Gurung; Kanneganti, 2015).

Estudos in vitro e ex vivo demonstram que neutréfilos humanos sao
capazes de internalizar L. infantum e responder a infecgdo com ativagao funcional e
producado de mediadores inflamatérios, incluindo citocinas e quimiocinas (Oualha et
al., 2019). Entretanto, essa resposta nem sempre resulta em eliminagéao eficiente do
parasito. Além disso, a Leishmania spp. pode explorar os neutrofilos como um
compartimento transitério, utilizando-os como um “refugio inicial” que facilita a evaséo

imune e a posterior transferéncia do parasito para macréfagos, fendmeno
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frequentemente descrito como estratégia do “cavalo de Troia” (Hurrell; Regli; Tacchini-
Cottier, 2016; Laskay; Van Zandbergen; Solbach, 2008).

1.4 Regulagao poés-transcricional na resposta imune: splicing alternativo

A regulacao da expressao génica em ceélulas imunoldgicas nao se limita ao
nivel transcricional. Mecanismos co e pds-transcricionais, como o splicing alternativo
(AS), desempenham papel importante na geracdo de diversidade funcional do
transcriptoma humano (Nilsen; Graveley, 2010; Pan et al., 2008).

Estima-se que mais de 95% dos genes humanos expressem multiplas
isoformas de RNA por AS, permitindo o desenvolvimento de doengas infeciosas (Lyu
et al., 2023). Em células do sistema imune, esse mecanismo influencia diretamente
vias de sinalizagdo, ativacao celular, produgdo de citocinas e decisbes de
sobrevivéncia ou morte celular (Tao et al., 2024). Estudos demonstram que processos
infecciosos podem remodelar padrdes de splicing por meio da modulagao de proteinas
reguladoras de splicing (RNA-binding proteins), alteragdes no estado inflamatdrio e

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

1.4.1 Biogénese do splicing e principais eventos de splicing alternativo

O splicing do pré-mRNA é um processo fundamental da expressao génica
em eucariotos e ocorre no nucleo celular por meio da remocéao de introns e da jungao
sequencial de éxons, resultando na formacdo do RNA mensageiro maduro. Esse
processo € catalisado por um complexo altamente dindmico denominado
spliceossomo, composto por pequenas ribonucleoproteinas nucleares (SnRNPs)
associadas a um grande numero de proteinas regulatérias. O spliceossomo atua no
nucleo celular de forma coordenada com a transcrigdo do RNA pela RNA polimerase
Il, processando o pré-mRNA a medida que ele é sintetizado. Durante esse processo,
o transcrito recém-formado ja € reconhecido por componentes do spliceossomo,
permitindo a remocgao progressiva dos introns e a selegdo de éxons para a jungéao
correta dos mesmos. Essa ligagao entre transcricao e splicing permite que a remogao
de introns e a selegdo de éxons ocorram de maneira dinamica e regulada durante a
sintese do RNA, contribuindo assim para a eficiéncia do processamento e para o

controle de qualidade do RNA mensageiro antes da sua exportagao para o citoplasma.
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Dessa forma, a atuagao do spliceossomo esta diretamente relacionada a producéao de
RNAs mensageiros maduros funcionalmente competentes, que poderdo ser
traduzidos no citoplasma, conforme ilustrado na montagem do spliceossomo da Figura
2 (Marasco; Kornblihtt, 2023; Wahl; Will; Lihrmann, 2009; Zhang et al., 2021).

Figura 2 - Atuacao do spliceossomo durante a maturagao do pré-mRNA.
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Fonte: Zhang et. al., 2021.

A montagem do spliceossomo ocorre de maneira ordenada ao longo do
transcrito inicial e depende do reconhecimento preciso de sequéncias consideradas
candnicas que estdo localizadas nas extremidades dos introns, como o sitio doador
(5’ splice site), o sitio aceitador (3’ splice site) e a regiao do ponto de ramificagao. A
precisdo desse reconhecimento é essencial para a manutengédo da integridade do
transcriptoma e para a traducao correta das informagdes do transcrito, podendo ser
controlada em diferentes contextos celulares e fisiolégicos (Marasco; Kornblihtt, 2023;
Wahl; Will; Lahrmann, 2009).

O AS ocorre quando diferentes combinagdes de éxons e introns sao

selecionadas durante o processamento do mesmo pré-mRNA, originando multiplas
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isoformas de RNA a partir de um unico gene e, consequentemente, proteinas que
podem variar estrutural e funcionalmente. Entretanto, o impacto do AS nédo se
restringe a ampliacdo da diversidade proteica, uma vez que O processamento
alternativo de transcritos também pode resultar na geragdo de isoformas nao
codificantes ou n&o produtivas, como transcritos processados desprovidos de uma
open reading frame (ORF) funcional ou contendo cdédons de parada prematuros, além
de transcritos longos nao codificantes (IncRNAs), ampliando a diversidade funcional
do transcriptoma (Liu et al, 2023). Em mamiferos, esses eventos estédo
frequentemente associados a mecanismos regulatorios pos-transcricionais, incluindo
a degradacao seletiva de transcritos via nonsense-mediated decay (NMD),
contribuindo para o controle fino da abundancia de RNAs e proteinas (Liu et al., 2023;
Shin et al., 2025). Dessa forma, o AS atua como um importante mecanismo de
regulagdo da expressdo génica, modulando ndo apenas quais proteinas sao
produzidas, mas também quais RNAs sado estaveis ou degradados, o que pode ser
particularmente relevante em contextos de estresse celular e respostas adaptativas.

A escolha entre sitios alternativos de splicing ndo € aleatéria, mas é
resultado de um equilibrio dindmico entre elementos regulatorios cis presentes no
RNA, como os enhancers e silencers, e fatores regulatérios trans, como proteinas
ligantes de RNA (RNA-binding proteins). Esses fatores modulam a montagem do
spliceossomo e promovem ou inibem a inclusdo de éxons especificos em resposta a
sinais celulares e estimulos ambientais e de estresse, atribuindo ao AS um papel
importante na adaptacao funcional das células (Marasco; Kornblihtt, 2023; Pan et al.,
2008). Esses processos permitem a célula ajustar rapidamente o repertério de
isoformas expressas, incluindo a geracdo de isoformas nao codificantes ou
degradaveis que participam da regulagéo fina da expressao génica em diferentes
condigdes fisiologicas (Liu et al., 2023).

Os principais tipos de eventos canénicos de AS descritos em células
humanas incluem a exclusao ou inclusdo de éxons (skipped exon, SE), a utilizagao de
sitios alternativos 5’ ou 3’ (A5SS e A3SS), a retengao de introns (RI), a incluséo de
éxons mutuamente exclusivos (MX), o uso de primeiros éxons alternativos (alternative
first exon, AF) e ultimos éxons alternativos (alternative last exon, AL), em que
observamos também terminagdes e inicio 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 variagbes na
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estrutura do transcrito, que pode alterar o seu comprimento, a composicdo de
dominios proteicos especificos, a sua estabilidade e também sua localizagao celular.
Consequentemente, o AS exerce um impacto direto sobre a fungdo das proteinas
codificadas, influenciando processos celulares basicos, como sinalizacao,
sobrevivéncia celular e respostas adaptativas, especialmente em contextos de
estresse ou ativagao imunoldgica (Blencowe, 2006; Marasco; Kornblihtt, 2023; Pan et
al., 2008; Zhang et al., 2021).

Figura 3 - Principais tipos de splicing alternativo e terminagao/inicio alternativo no

transcriptoma humano.

Cassette alternative exon

[ ‘ (I
— & e <

Alternative 5' splice sites

AR < %

Alternative 3’ splice sites

AT T

Intron retention

v‘ﬁm < [ LL——U

Mutually exclusive alternative exons

—L@%JAU—<H§W

Alternative promoter and first exon

OO <gp

Alternative poly A site and terminal exon

AL

( [C] Constitutive exon | [l Alternative exon )
J

Fonte: Blencowe, 2006.

Apesar do reconhecimento crescente da importancia do AS na imunidade,
ha uma escassez de estudos que investiguem esse mecanismo em neutréfilos
humanos durante infecgcbes parasitarias, especialmente no contexto da LV, uma vez
que os neutroéfilos sdo uma das primeiras células recrutadas para o sitio de infecgao
e desempenham papel central na resposta imune inata. Estudos recentes indicam que
a infec¢ao por L. infantum é capaz de alterar a expressao de genes associados a

regulagao pos-transcricional, como as RBPs, em neutréfilos humanos, sugerindo que
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o AS pode ser afetado durante a infec¢ao (Scaramele et al., 2024). No entanto, ainda
nao existem estudos sistematicos dos eventos de AS diferencial nem da geracéo de
isoformas com potencial impacto estrutural ou funcional. Essa lacuna limita a
compreensao de como as alteragdes no AS observadas em neutrofilos se relacionam
com a infeccdo e impede a identificagdo de novas camadas regulatorias relevantes
para a patogénese da LV, bem como de possiveis alvos moleculares envolvidos na

modulagao da resposta do hospedeiro ao parasito.
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