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INTRODUGCAO

O Toxoplasma gondii (T. gondii), organismo causador da toxoplasmose, € um parasito
intracelular obrigatorio, capaz de infectar virtualmente todos os vertebrados homeotérmicos,
incluindo os seres humanos. Os felinos, especialmente os gatos domésticos, constituem
seus hospedeiros definitivos, nos quais ocorre a reproducao sexuada do parasito, enquanto
os demais animais atuam como hospedeiros intermediarios. A ampla prevaléncia global da
doenca, aproximadamente 30% da populagdo mundial (BIGNA et al., 2020), e a capacidade
do parasito de infectar diferentes espécies conferem a toxoplasmose elevada relevancia
epidemioldgica, constituindo uma importante questdo de saude publica em diferentes
regides do mundo (HATAMNAHAVANDI et al., 2021).

Ainfeccao por T. gondii apresenta manifestagdes clinicas variadas e pode ocorrer de
forma assintomatica ou com sintomas inespecificos. Determinados grupos populacionais
apresentam maior risco de desenvolver formas graves da doenca. Em individuos
imunocomprometidos, como pessoas submetidas a transplantes, pacientes em tratamento
imunossupressor e individuos vivendo com condi¢bes que comprometem a resposta
imunoldgica, a reativacdo ou a infecgdo pelo parasito pode resultar em manifestacoes
severas, incluindo comprometimento do sistema nervoso central e outros 6rgaos. Uma
infeccdo adquirida durante a gestacao apresenta especial importancia devido ao risco de
transmissao vertical, podendo ocasionar toxoplasmose congénita e consequéncias que
incluem aborto, alteragdes neurolégicas, comprometimento ocular e outras manifestagoes
que podem persistir ou surgir ao longo do desenvolvimento da crianga (WEISS; DUBEY,
2009).

Nesse contexto, a compreensdo dos mecanismos biolégicos e moleculares
envolvidos na infecgao por T. gondii € fundamental para ampliar o conhecimento acerca
da patogénese da toxoplasmose e contribuir para o desenvolvimento de estratégias de
prevencgao, diagnostico e tratamento. O aumento de dados provenientes de estudos de
sequenciamento genético e da disponibilidade de bancos de dados publicos tém expandido
as possibilidades de investigagao dos processos bioldgicos associados ao parasito.

A bioinformatica constitui uma importante estratégia para a analise in silico de dados
biologicos, permitindo o processamento, a organizagao e a investigagao de grandes volumes
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deinformacdes provenientes de estudos gendmicos e transcriptémicos, fornecendo subsidios
para a identificacdo de genes e mecanismos potencialmente associados a patogénese
(HASSAN et al., 2012). A utilizagdo de abordagens computacionais possibilita explorar
mecanismos moleculares relacionados a interagdo parasito-hospedeiro, identificagcao de
genes e vias potencialmente associadas a patogénese e resposta a infecgdo, além de
contribuir para a identificacao de possiveis alvos terapéuticos. A analise transcriptdmica de
T. gondii constitui uma importante estratégia para compreender os mecanismos moleculares
associados ao desenvolvimento, diferenciagao e interagao parasito-hospedeiro. Estudos
baseados em RNA-seq demonstram que alteragdes na expressdo génica acompanham
diferentes estagios do ciclo de vida do parasito, contribuindo para a compreensido de
processos relacionados a infecgao e persisténcia no hospedeiro (RADKE et al., 2005).

Assim, o estabelecimento de fluxos computacionais padronizados e reprodutiveis para
o processamento de dados transcriptdmicos de T. gondii torna-se uma etapa fundamental
para a obtencao de dados confiaveis e adequados as analises subsequentes. Neste trabalho
explorou-se o desenvolvimento de uma abordagem padronizada para o pré-processamento
de dados transcriptdmicos de T. gondii, abrangendo desde a coleta de dados publicos, a
conversao dos arquivos de sequenciamento, avaliagdo e controle de qualidade dos dados
obtidos, remocgao de sequéncias de baixa qualidade e posterior alinhamento ao genoma de
referéncia, estabelecendo uma base soélida para a realizacdo de analises transcriptémicas
posteriores que possibilitem a sua aplicagao na investigagao dos potenciais mecanismos
moleculares relacionados a toxoplasmose.

OBJETIVO

Descrever as etapas necessarias de pré-processamento de dados transcriptdmicos
de T. gondii, utilizando-se de ferramentas de bioinformatica, que possibilitem a realizagao
de analises posteriores com o emprego de dados com a qualidade adequada.

METODOLOGIA

Os dados de sequenciamento destinados ao pré-processamento foram obtidos a partir
do NCBI (National Center for Biotechnology Information), por meio do repositério Sequence
Read Archive (SRA), sendo selecionados conjuntos de dados provenientes de experimentos
de RNA-seq disponiveis publicamente. O pré-processamento de dados transcriptémicos
foi estabelecido pelas seguintes etapas: (I) Adequagao ao formato de dados FASTQ, (Il)
Avaliacdo da qualidade dos dados, (lll) Controle de qualidade das bases nitrogenadas, e
(IV) Alinhamento de sequéncias.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Etapa (1): Os arquivos no formato SRA foram inicialmente coletados e processados
utilizando o SRA Toolkit (SAYERS et al., 2022), ferramenta que possibilita a conversao dos
arquivos para o formato FASTQ, que é o padrédo adequado as etapas subsequentes de
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analise.

Etapa (Il): Apds a converséo, os arquivos FASTQ foram submetidos a avaliagao de
qualidade utilizando o software FastQC (DE SENA BRANDINE et al., 2021), permitindo
a inspecao de parametros relacionados a qualidade das sequéncias, conteudo de bases
nitrogenadas, distribuicdo de qualidade por posi¢ao, presenca de adaptadores e outras
caracteristicas relevantes dos dados brutos. Os resultados dessa etapa foram utilizados
para identificar possiveis problemas de qualidade dos dados obtidos anteriormente.

Etapa (lIl): A seguir, realizou-se o controle de qualidade das bases nitrogenadas
utilizando o software Trimmomatic (BOLGER et al., 2014), com o objetivo de remover as
sequéncias de adaptadores e bases nitrogenadas de baixa qualidade, além de reduzir a
presenca de regides inadequadas para as analises posteriores. Ao final dessa etapa, foram
obtidos arquivos contendo as bases nitrogenadas filtradas e de maior qualidade, os quais
foram utilizados como entrada para o alinhamento.

Etapa (IV): Finalizando, o alinhamento das sequéncias filtradas foi realizado utilizando
o software STAR (Spliced Transcripts Alignment to a Reference), ferramenta desenvolvida
para o alinhamento de dados de RNA-seq contra um genoma de referéncia (DOBIN et
al., 2012). Para esta etapa, foi utilizado o genoma de referéncia de T. gondii, permitindo o
mapeamento das bases nitrogenadas e a geracao dos arquivos de alinhamento necessarios
as analises transcriptdmicas subsequentes.

Como resultado, estruturou-se o passo a passo dos procedimentos em etapas
sequenciais constituido pela coleta dos dados no NCBI/SRA, conversao para FASTQ,
avaliagao da qualidade, filtragem e remocéao de sequéncias de baixa qualidade e alinhamento
ao genoma de referéncia, estabelecendo um fluxo de processamento padronizado e
reprodutivel para a preparagao dos dados transcriptdmicos de T. gondii.

CONSIDERAGOES FINAIS

Ferramentas de bioinformatica permitem o processamento e a analise de grandes
volumes de dados de sequenciamento, possibilitando sua utilizagado em investigagdes in
silico. Porém, o pré-processamento adequado desses dados torna-se fundamental, uma vez
que etapas de controle de qualidade, remocgéo de sequéncias inadequadas e alinhamento
contribuem para a obtencédo de dados confiaveis para a realizagao das analises em etapas
posteriores.

O desenvolvimento sequencial proposto estabeleceu um fluxo sistematizado para o
pré-processamento de dados transcriptdmicos de T. gondii, organismo em analise, desde
a coleta dos dados publicos, até seu alinhamento ao genoma de referéncia. A utilizagao
integrada das ferramentas de bioinformatica possibilitou organizar e qualificar os dados para
serem utilizados em etapas analiticas subsequentes, contribuindo para estudos futuros de
entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos na toxoplasmose. Considera-se que
a abordagem adotada podera constituir uma etapa inicial para as investigagdes voltadas a
identificacdo de potenciais alvos terapéuticos, biomarcadores e mecanismos relacionados
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a infeccao por T. gondii, reforgando a aplicagao da bioinformatica como ferramenta de apoio
a pesquisa em saude coletiva e combate as infestagdes parasitarias.
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