Aula 16: Analise de Dados de RNA-Seq -
Parte 1: O Inicio da Jornada, do Dado Bruto
ao Mapeamento

Imagine que vocé acaba de receber uma biblioteca inteira, com milhares de livros valiosos. No entanto, as paginas
de muitos desses livros estao borradas, algumas rasgadas e outras fora de ordem. Antes de tentar ler e entender
as histérias que eles contém, qual seria seu primeiro passo? Provavelmente, organizar, limpar e garantir que cada
palavra esteja legivel. E exatamente essa a nossa missdo hoje no universo da transcriptdmica.

Esta aula € a sua porta de entrada para o pré-processamento de dados de RNA-Seq, a etapa fundamental que
transforma o caos dos dados brutos em informacao organizada e confidvel, pronta para revelar os segredos da
expressao génica. Ao final desta jornada, vocé nao apenas entendera a teoria, mas sera capaz de justificar a
necessidade de cada etapa do pré-processamento.

Vocé sabera como avaliar a qualidade de seus dados de sequenciamento, como "limpar" as sequéncias para
remover ruidos e, finalmente, como alinha-las a um genoma de referéncia, o mapa que dara sentido a cada
fragmento de informacao. Percorreremos o caminho desde o controle de qualidade com o FastQC, passando pela
limpeza com ferramentas de trimming, até o mapeamento com alinhadores poderosos como o0 STAR e o HISAT2.

Este é o alicerce sobre o qual toda analise de expressao diferencial é construida. Essa habilidade é crucial nao s6
para a pesquisa académica, mas também para areas como o diagnostico molecular e o desenvolvimento de novas
terapias. Dominar o pré-processamento € como aprender a afinar um instrumento antes de um grande concerto;
sem isso, a mais bela sinfonia pode se tornar apenas ruido. Vamos comecar a transformar seus dados brutos em
uma melodia coerente e cheia de significado.



O Primeiro Olhar: Controle de Qualidade é
Confianca

Vocé confiaria em um diagndstico médico baseado em um exame de imagem completamente borrado?
Dificilmente. No mundo da bioinformatica, os dados brutos de sequenciamento de nova geracao (NGS) sao o
nosso "exame de imagem" do transcriptoma. Eles chegam do sequenciador como arquivos gigantescos
(geralmente em formato FASTQ), repletos de milhdes de pequenas sequéncias de RNA, as leituras.

[0 Importante: Assim como qualquer processo tecnoldgico, o sequenciamento ndo é perfeito. Podem
ocorrer erros, vieses e artefatos que, se nao identificados, podem nos levar a conclusées completamente
equivocadas.

Aqui entra o nosso primeiro grande desafio: como avaliar a integridade desses dados? E como ser um detetive que
recebe uma caixa de evidéncias. Antes de construir um caso, é preciso verificar a qualidade e a procedéncia de
cada item. Na analise de RNA-Seq, essa investigacao inicial € chamada de controle de qualidade (QC), e a nossa
principal ferramenta para isso é o FastQC.

Q g i
Analise de Qualidade das Deteccao de Adaptadores Verificacao de Duplicatas
Bases

Identifica a presenca de sequéncias  Analisa a existéncia de sequéncias
O FastQC verifica se as "letras" (as de adaptadores (pequenos pedacos duplicadas que podem indicar
bases A, T, C, G) no inicio, meio e de DNA adicionados durante o problemas no preparo da biblioteca.
fim da frase estao bem "escritas" preparo da amostra).

(alta qualidade de base, ou Phred

score).

Ele ndo altera seus dados, mas gera um relatorio detalhado, um verdadeiro diagnostico da "saude" das suas
leituras. Por exemplo, € comum que a qualidade das bases caia um pouco no final das leituras, como a caligrafia
de alguém que se cansa ao final de uma longa sentenca. O relatério do FastQC nos mostra exatamente isso através
de graficos intuitivos.

Se virmos uma queda drastica e generalizada na qualidade, isso € um sinal de alerta de que talvez precisemos ser
mais rigorosos na proxima etapa: a limpeza. Entender esse relatério € o primeiro passo para garantir que sua
analise subsequente seja construida sobre uma base solida e confiavel.



A Arte de Esculpir os Dados: Limpeza e
Filtragem (Trimming)

Apos o diagndstico do FastQC, que nos apontou onde estao as imperfeicdes, entramos na fase de tratamento. Se o
controle de qualidade foi 0 exame, a limpeza ou trimming € a cirurgia. O objetivo aqui € remover as partes
problematicas das nossas leituras para que apenas a informacao bioldgica de alta qualidade prossiga para a
analise.

Ignorar esta etapa € como tentar montar um quebra-cabeca com pecas danificadas e outras que nem
pertencem a caixa; o resultado final certamente ndo sera a imagem que esperamos.

O processo de trimming funciona como um escultor que, com precisdo, remove 0 excesso de marmore para revelar
a estatua que esta dentro. As ferramentas de trimming, como o Trimmomatic ou o fastp, sd0 hossos cinzéis
digitais. Elas atuam em duas frentes principais.

Remocao de Adaptadores Filtragem por Qualidade

A primeira € a remocao de sequéncias de A segunda frente é a filtragem baseada na
adaptadores. Esses sao fragmentos sintéticos de qualidade. As ferramentas podem ser configuradas
DNA necessarios para o processo de para cortar as pontas das leituras onde a qualidade
sequenciamento, mas que nao fazem parte do RNA das bases (o Phred score) cai abaixo de um certo
original da sua amostra. Deixa-los em suas leituras limiar, garantindo que apenas nucleotideos

€ como deixar a etiqueta de preco em uma roupa confiaveis permanecam.

nova; nao faz parte do produto final e pode
atrapalhar.

Por exemplo, podemos instruir o Trimmomatic a usar uma "janela deslizante" (sliding window). Ele "I&" uma
pequena janela de, digamos, 4 bases por vez. Se a qualidade média dentro dessa janela cair abaixo de 20 (um
limiar comum), a ferramenta corta a leitura a partir daquele ponto. Isso garante que nao estamos apenas
removendo bases ruins isoladas, mas sim trechos inteiros de baixa confiabilidade.

O resultado desse processo sao arquivos FASTQ "limpos", mais enxutos e de qualidade superior. Agora, com
nossas "pecas do quebra-cabeca" polidas e sem rebarbas, estamos prontos para o grande desafio: descobrir
onde cada uma delas se encaixa no genoma.



Encontrando o Caminho de Casa:
Mapeamento ho Genoma de Referéncia

Agora que temos nossas leituras limpas e de alta qualidade, enfrentamos a tarefa mais complexa e
computacionalmente intensiva até aqui: 0 mapeamento ou alinhamento. Imagine que cada uma de suas milhdes de
leituras curtas é um trecho de uma unica frase de um livro gigantesco, e seu trabalho € encontrar a pagina e a linha
exatas de onde cada trecho foi extraido. Esse "livro" € o genoma de referéncia, a sequéncia completa e bem
anotada do DNA de uma espécie.

[ Desafio do RNA: Este processo nao é tdo simples quanto uma busca de texto, principalmente porque
estamos lidando com RNA. Ao contrario do DNA gendmico, o RNA maduro em eucariotos passa por um
processo chamado splicing, onde regides nao codificantes, os introns, sao removidas, e as regides
codificantes, os éxons, sao unidas.

Isso significa que uma unica leitura pode ter comecado em um éxon, "pulado" um intron inteiro, e terminado no
éxon seguinte. Portanto, nosso alinhador precisa ser "inteligente" o suficiente para reconhecer esses "pulos"”, ou
seja, ser splice-aware. E como tentar montar uma frase que foi dividida entre duas paginas diferentes de um livro;
VOCE€ precisa saber que o livro tem essa estrutura para conectar as partes corretamente.

E aqui que entram os alinhadores especializados, como o STAR e o HISAT2. Eles s3o projetados especificamente
para lidar com os desafios do RNA-Seq. O STAR (Spliced Transcripts Alignment to a Reference), por exemplo, é
extremamente rapido e preciso para genomas bem anotados, pois utiliza uma estratégia inteligente de busca por
"sementes" (seeds) para encontrar rapidamente possiveis locais de mapeamento. O HISAT2 (Hierarchical Indexing
for Spliced Alignment of Transcripts) também é muito eficiente e usa um esquema de indexacao hierarquica que
Ihe permite mapear leituras com grande precisao, mesmo em genomas complexos.

Caracteristica STAR HISAT2

Estratégia Principal Mapeamento baseado em sementes Indexacao hierarquica global e local
nao contiguas

Velocidade Geralmente mais rapido para Muito rapido, competitivo com o STAR
mapeamento

Uso de Memoria (RAM) Exigente, requer bastante RAM para Mais moderado no uso de RAM
indexacao

Ideal para Genomas bem anotados e projetos Analises com recursos computacionais
que exigem alta velocidade mais limitados

Consolidando o Alicerce e Olhando para o Futuro

Chegamos ao final da primeira parte da nossa jornada pela analise de dados de RNA-Seq. Hoje, estabelecemos as
fundacdes essenciais para qualquer descoberta futura. Partimos de um mar de dados brutos, aprendemos a ser
céticos e a investigar sua qualidade com o FastQC, agindo como verdadeiros detetives da informacao. Em seguida,
assumimos o papel de escultores, limpando e refinando esses dados com ferramentas de trimming para que
apenas a esséncia bioldgica permanecesse. Por fim, como cartégrafos genémicos, usamos alinhadores poderosos
como STAR e HISAT?2 para posicionar cada fragmento de informacao em seu devido lugar no genoma de
referéncia.

Cada uma dessas etapas € um filtro de qualidade e um passo de organizacao indispensavel.



Em Pratica

Sempre comece com QC Adapte o trimming

Nunca pule a etapa de controle de qualidade. Um Nao use parametros de limpeza geneéricos.
relatorio do FastQC leva minutos para ser gerado Ajuste os limiares de qualidade e verifique quais
e pode salvar semanas de trabalho com dados adaptadores foram usados no seu experimento
problematicos. especifico.

Escolha o alinhador certo Documente tudo

Se vocé tem um servidor potente e um genoma Anote cada ferramenta, versao e parametro

de referéncia bem estabelecido, o STAR pode ser utilizado. A reprodutibilidade € a espinha dorsal
sua melhor escolha pela velocidade. Para da boa ciéncia.

sistemas mais modestos, o HISAT2 é uma
excelente alternativa.

Autoavaliacao

(Iniciante)

Qual é o principal objetivo da ferramenta FastQC no pipeline de analise de RNA-Seq?

1. Realizar a limpeza e o trimming das leituras de baixa qualidade.

2. Gerar um relatorio diagndstico sobre a qualidade dos dados brutos de sequenciamento.
3. Mapear as leituras de RNA contra um genoma de referéncia.

4. Quantificar a expressao dos genes e identificar genes diferencialmente expressos.

(Intermediario - Estilo Concurso)

Durante o pré-processamento de dados de RNA-Seq, a remocao de sequéncias de adaptadores e o corte de bases
com baixo Phred score sao tarefas executadas na etapa de:

—_—

Alinhamento splice-aware.
Controle de qualidade inicial.

Trimming ou limpeza.

0>

Quantificacao de transcritos.

(Avancado)

Por que um alinhador utilizado para dados de RNA-Seq, como o STAR ou o HISAT2, precisa ser splice-aware?

—_—

Para conseguir mapear leituras que se originam de regides intergénicas do genoma.
Para identificar e remover corretamente as sequéncias de adaptadores sintéticos.

Porque as leituras podem se originar de éxons que, no genoma, estao separados por longos introns.

0>

Para corrigir os erros de sequenciamento que ocorrem com mais frequéncia no final das leituras.

(Especialista)

Um pesquisador esta analisando dados de RNA-Seq de um organismo com um genoma muito grande e complexo,
e seu laboratério possui um computador com limitacdes de memaéria RAM. Qual das seguintes ferramentas de
alinhamento seria a escolha mais prudente e por qué?

—_—

STAR, porgue € o mais rapido disponivel no mercado.
Trimmomatic, porque ele reduz o tamanho dos arquivos antes do alinhamento.

FastQC, pois permite avaliar se o alinhamento sera viavel.

WD

HISAT2, pois seu método de indexacao hierarquica tende a ser menos exigente em memoria RAM que o STAR.

(Discursiva)

Descreva, com suas palavras, uma analogia para explicar a importancia sequencial das etapas de Controle de
Qualidade, Trimming e Mapeamento no pré-processamento de dados de RNA-Seq.

Gabarito:BCCD

Resposta esperada: Uma boa analogia seria a de preparar uma refeicdo gourmet. O Controle de Qualidade
(FastQC) é como inspecionar os ingredientes que chegam do mercado: verificar se os vegetais estao frescos e
se a carne esta boa. O Trimming € a etapa de preparo: lavar os vegetais, descascar as batatas e remover a
gordura da carne. O Mapeamento € a montagem do prato: colocar cada ingrediente preparado no seu lugar
correto no prato (o genoma) para criar a refeicao final, pronta para ser "degustada" (analise de expressao).

Proxima Aula

Agora que nossos dados estao limpos e organizados, estamos prontos para o proximo passo. Na Aula 17 - Analise
de Dados de RNA-Seq - Parte 2: Quantificacao e Analise Diferencial, vamos finalmente transformar esses
mapeamentos em numeros. Aprenderemos a contar quantas leituras correspondem a cada gene e, 0 mais
importante, a comparar diferentes amostras para descobrir quais genes estdo mais ou menos ativos, o coracao da
analise de expressao diferencial.

Recursos Adicionais

e Documentacao do FastQC: Essencial para entender cada grafico do relatério de qualidade.

e Artigo original do STAR (Nature Protocols): Para uma visao aprofundada sobre como o alinhador mais popular
da area funciona.

() NOTA IMPORTANTE: As informacdes técnicas e sobre ferramentas desta aula estao atualizadas até 2025.
Consulte sempre a documentacao oficial das ferramentas para verificar as versoes e parametros mais
recentes.



