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RESUMO

O crescente aumento no volume de dados gerados pelos sequenciamentos
demonstra a importancia e a evolugado ao longo dos anos de ferramentas de
Bioinformatica e plataformas de sequenciamento. A transcriptdmica é capaz de
identificar transcritos (genes), principalmente RNAs que codificam proteinas,
para um organismo e estes estudos estdo envolvidos com a analise de
expressao génica em condi¢des distintas. A primeira etapa a ser realizada na
analise de transcriptomas é o pré-processamento das reads brutas, onde é feito
o controle de qualidade e limpeza de dados e que incluem filtros e cortes de
sequéncias para posterior montagem de transcritos visando obter os genes
completos ou parciais. Considerando a importancia desses estudos, foi realizado
o levantamento descritivo observacional com abordagem qualitativa para montar
o banco de dados, com as plataformas de sequenciamento de larga escala e
ferramentas de pré-processamento mais utilizadas baseado nos artigos
cientificos publicados nos ultimos 5 anos disponiveis no PubMed/NCBI. E
também uma mineracdo de dados exploratéria para categorizar e identificar os
dados. Os resultados obtidos mostraram que a ferramentas de
pré-processamento mais utilizadas € a Trimmomatic, com predominancia em
estudos humanos e em animais. E Cutadapt para estudos humanos. E para as
plataformas de sequenciamento, a Illumina foi a predominante, com seus
modelos HiSeq 2500 e NextSeq 500.

Palavras-chave: Pré-processamento; Sequenciamento; Transcriptémica;

Mineragao de Dados.



ABSTRACT

The growing increase in the volume of data generated by sequencing demonstrates
the importance and evolution of Bioinformatics tools and sequencing platforms over
the years. Transcriptomics is capable of identifying transcripts (genes), mainly
protein-coding RNAs, for an organism, and these studies are involved with the
analysis of gene expression under different conditions. The first step to be performed
in the analysis of transcriptomes is the preprocessing of raw reads, where quality
control and data cleaning are carried out, which include filters and trimming of
sequences for subsequent transcript assembly aiming to obtain complete or partial
genes. Considering the importance of these studies, an observational descriptive
survey with a qualitative approach was carried out to assemble the database, with
the most used large-scale sequencing platforms and preprocessing tools based on
scientific articles published in the last 5 years available on PubMed/NCBI. And an
exploratory data mining to categorize and identify the data. The results obtained
showed that the most used preprocessing tool is Trimmomatic, with a predominance
in human and animal studies. And Cutadapt for human studies. And for sequencing
platforms, lllumina was the predominant one, with its HiSeq 2500 and NextSeq 500

models.

Keywords: Preprocessing; Sequencing; Transcriptomics; Data Mining.
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1 INTRODUCAO
1.1 Plataformas de sequenciamento

O sequenciamento € uma das etapas iniciais para a identificagdo de bases
nitrogenadas das sequéncias nucleotidicas de DNA e RNA. Para descricdo da
estrutura tridimensional do DNA, o trabalho de Watson e Crick (1953) foi
fundamental para compreender o processo de replicacdo e a codificacdo de
proteinas e acidos nucleicos (Christoff, 2017).

Visando identificar regides de interesse e compreender a informagao
genética presente em um organismo. Em 1965, o pesquisador Robert Holley e
seus colaboradores, realizaram a primeira montagem completa de uma sequéncia
de acido nucleico, aprimorando os estudos sobre genética molecular (Christoff,
2017). Entretanto, havia limitagdes para que o sequenciamento do DNA fosse
possivel devido as suas moléculas serem muito longas e geradas em unidades
com similaridade elevada, o que tornou ainda mais dificil esse processo
(Hutchison, 2007).

Entre os anos de 1970 e 1980, as metodologias foram progressivamente
aprimoradas para desenvolver o processo de determinagdo da ordem dos
elementos que constituem o DNA (Christoff, 2017). Para a determinagao, o
meétodo de degradagao quimica utiliza produtos quimicos que realizam a clivagem
do DNA, agindo nas purinas ou pirimidinas especificas. Para isso, o DNA é
marcado com o isotopo 32P, apos tais alteragdes das bases, ocorre a clivagem a
estrutura de agucar-fosfato, resultando nos fragmentos que serdo analisados por
eletroforese (Maxam-Gilbert, 1977). Essa técnica permitiu que diversos
pesquisadores adaptassem seus métodos para o sequenciamento de DNA. Em
1977, Sanger propds o meétodo de sequenciamento baseado na utilizagdo da
determinacdo de cadeia por dideoxinucleotideos (ddNTPs). Esse método levou a
avangos nos estudos de biologia molecular, automacgdes, evolugédo das
tecnologias e inovagcdo nos protocolos de sequenciamento, impulsionando o
surgimento das ciéncias 6micas. Desde entdo, novas frentes de estudo tém

surgido, ampliando o alcance das pesquisas atuais (Heather, 2016).



Em meados de 2005, trés grandes plataformas de sequenciamento de nova
geragcao surgiram no mercado: o0 pirosequenciamento com detecgdo de
pirofosfato; o sequenciamento por ligacdo da tecnologia lllumina e Solexa
(Figura 1). Como algumas dessas tecnologias apresentaram problemas na
geragdo de sequéncias para algumas Omicas, acabaram nao sendo mais
utilizadas nas pesquisas. Das trés tecnologias de sequenciamento langadas na
época, a lllumina se manteve no mercado e hoje a maioria dos projetos
transcriptdbmicos séo realizados usando essa plataforma. Mais recentemente
surgiram plataformas de sequenciamento como o Pacific Biosciences e Oxford
Nanopore (Chistoff, 2017) que, diferentemente da Illumina, geram fragmentos
longos de sequéncias.

O desenvolvimento de tecnologias de sequenciamento, permitiu o avango
de novas ciéncias Omicas e analises importantes de sistemas biolégicos em

larga escala (Wingender et al., 2007).

Figura 1 - Evolucdo das tecnologias de sequenciamento ao longo do tempo
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O sequenciamento em plataformas de alto rendimento foi um marco
importante para a geragao de dados moleculares de forma mais barata, rapida,
acessivel e em larga escala. As atuais tecnologias para a identificacdo de acidos
nucleicos (DNA e RNA), oferecem a vantagem de gerar informagao explicita a partir
de uma determinada regido genbmica, levando a milhares de dados gerados e
adequados para estudos cientificos atuais (Turchetto et al., 2017).

Na década de 1990, foi desenvolvida a técnica de pirosequenciamento, em que o
sequenciamento ocorre através da detecgao de liberagéo do pirofosfato (PPi) durante
a sintese do DNA. Este método permite a transformagao da reacéo em luz, na qual a
sua intensidade refere-se a quantidade de nucleotideos incorporados. A adigao
dessas bases determina a sequéncia através de sinais luminosos, sendo um método
que néo utiliza eletroforese em gel (Ronaghi et al., 1998).

Este método foi incorporado pela plataforma Roche 454 life sciences, na qual foi
muito utilizada para o inicio de sequenciamento de genomas, pois os dados gerados
sao elevados se comparados ao método de Sanger. Porém, sdo leituras mais curtas
e com menos precisao de leitura individual. Demonstrando assim que é possivel
montar genomas a partir de leituras curtas (Margulis et al., 2006). Apos esse periodo,
diversas técnicas foram desenvolvidas, mas a tecnologia lllumina obteve muito
destaque.

Uma das tecnologias mais utilizadas atualmente, é a plataforma lllumina,
semelhante ao método estipulado por Sanger. Porém, a principal diferengca € que o
bloqueio de polimerizacdo do DNA é reversivel (Bentley, 2006). Esta utiliza o
sequenciamento por sintese, em que ha a fragmentagcdo de acidos nucleicos para
elaborar as bases que serdo adicionadas. Assim, sao ligadas as sequéncias em
formato de ferradura, flow cell, formando milhdes de clusters de fragmentos clonais,
em que se forma o primer que serao adicionados aos nucleotideos que os reconhece
emitindo um sinal de fluorescéncia e a sequéncia é formada (Liu et al., 2012). Os
sequenciadores desta sao os mais utilizados, pela sua alta precisao, baixo custo por
Gb (Gigabases) obtidos e por apresentarem diferentes tipos de plataformas de
sequenciamento que sao adaptaveis e adequados a cada tipo de analise (Cardenas
et al., 2017).

O sequenciador lon Torrent também realiza o sequenciamento por sintese, no
entanto é realizado por semicondutores. Essa tecnologia permite o sequenciamento

de moléculas em tempo real, com alta velocidade e baixo custo. No entanto, o
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tamanho dos fragmentos sequenciados e o volume de dados gerados ainda s&o
limitados, embora esses aspectos tenham sido aprimorados ao longo dos anos.
Estes possuem uma aplicacéo na identificacdo de patégenos microbianos (Liu et al.,
2012).

O sequenciamento de terceira geracdo € marcado pela plataforma Pacific
Bioscence (PacBio) pois tem a capacidade de sequenciar o DNA por uma sintese em
tempo real de molécula unica (SMRT). O sequenciamento ocorre através de
nanosensores que faz a detecg¢ao de sinal na qual uma unica DNA polimerase replica
o DNA e produz leituras longas. Mesmo que o rendimento do PacBio RS seja menor
do que o do sequenciador de segunda geracgao, as leituras mais longas sao muito
eficazes para pesquisas clinicas e biomédicas (Liu et al., 2012). Como demonstrado

na figura 2:

Figura 2 - Numero de gigabases de acordo com o tempo, demonstrando a alta
capacidade das tecnologias conforme os avangos tecnoldgicos
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Fonte: Cardenas, 2017.

O avanco da tecnologia de sequenciamento, permitiu com que organismos
mais complexos pudessem ser sequenciados em um curto periodo de tempo.
Embora a tecnologia NGS tenha se consolidado, o sequenciamento Sanger ainda

€ utilizado, porém para estudos mais pontuais como por exemplo identificacao de
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espécies por genes barcode como por exemplo pelo 16S (Heather, 2016).
Atualmente, o sequenciamento de alto rendimento vem sendo muito
utilizado pela sua capacidade de produzir milhdes/bilhdes de sequéncias em um
tempo e custo menor e com maior rendimento, se comparado com O
sequenciamento Sanger (Reuter et al., 2015). Este método permite compreender,
por exemplo, sobre variagdes genéticas, expressao génica, estruturas de genomas
e doencas. Para cada ciéncia 6mica e objetivo de estudo existe uma plataforma de

sequenciamento especifica, seja esta gerando leituras longas ou curtas.
1.2 Transcriptémica

A transcriptdmica € uma ciéncia 6mica que analisa transcritos, esta consiste
em um conjunto de técnicas moleculares para analises de expressao génica, com
o auxilio de todos os tipos de RNA sob condi¢cdes estabelecidas e especificas ou
comparagoes entre espécies (Benedetto et al., 2021 & Han et al., 2013). Atraves
delas, a andlise da expressdo génica tem sido utilizada para caracterizar
profundamente os transcriptomas, fornecendo medidas precisas, edigao de RNA e
expressao especifica de alelos (Chambers et al., 2019).

O pré-processamento de dados permite um melhor desempenho, trazendo
dados mais coesos, através de etapas desenvolvidas como o controle de
qualidade através da limpeza que consiste em retirar dados inconsistentes
(Binsheng et. al., 2020). Sendo uma etapa importante para o tratamento de
sequéncias obtidas em bioinformatica, o que consiste em filtragem com base em
diferentes parametros, determinacdo do comprimento da sequéncia, niumero de
bases, indice de qualidade e complexidade da sequéncia; corte de sequéncia em
determinado comprimento e cortar as extremidades de acordo o indice de
qualidade estabelecido, permitindo a geragdo de novas duplicatas de sequéncia
(Schmieder && Edwards, 2011).

Com a quantidade crescente de dados de sequenciamento sendo gerados,
se faz necessario o pré-processamento destas, pois dados brutos obtidos sao
suscetiveis a ter a presenca de ruidos, valores ausentes e inconsisténcias, o que
afeta diretamente a qualidade eficiéncia dos resultados (Chandrama et al., 2014).

A bioinformatica desempenha um papel fundamental para a interpretagao

da linguagem dos genes por algoritmos oriundos da informatica, leitura de reads,
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criacdo de bancos de dados e desenvolvimento de plataformas e softwares
capazes de realizar analises. O numero de informagdes geradas e o agrupamento
de resultados obtidos através de sequenciamentos, aumenta conforme o tempo
passa, gerando um maior numero de dados (Araujo et.al., 2008). A utilizagdo de
softwares e ferramentas sdo a base desta area para realizar analises e
interpretacbes de dados provenientes das ciéncias émicas, como a protedmica,
metabolémica, gendmica e transcriptdmica (Hanussek et al., 2020).

Atualmente, com a produgao continua de dados em grande escala, surge a
necessidade de usar métodos capazes de transformar dados em informacédo a

medida que estes sao gerados.

1.3 Mineragao de dados

Esse tratamento otimizado dos dados é chamado de mineragao de dados
ou data mining. Por meio desta é possivel realizar analises, identificar padrbes e
afinidades entre os dados, previsdes, classificacbes, agrupamentos e otimizagao
para maximizar os resultados diante de um conjunto de informacdes (Cardoso &
Machado, 2008). O uso de ferramentas adequadas sao fundamentais para que
esse processo seja realizado de forma efetiva, pois ha etapas que devem ser
realizadas como a limpeza de dados inconsistentes, integracao dos dados a partir
de fontes como banco de dados, selecdo e escolha de dados relevantes ao
objetivo e a transformagdo destes para formatos apropriados que permita que
analises sejam realizadas. Com a extragdo de informagdes relevantes torna-se
possivel a tomada de decisao de forma estratégica (Castro, 2016).

Com o alto volume de dados no mundo atual, torna-se necessario
metodologias que transformam dados em informacdes, para isso ferramentas para
o0 processamento destes e tratamento que permitem melhor visualizacdo e
compreensao, sao fundamentais (Junior & Rodrigues, 2021). Os dados, por si so,
podem ser apenas simbolos, escritos ou termos nao estruturados, sem um
significado integrado. Ja as informagbes, por outro lado, sdo resultados
organizados e interpretados desses dados, apresentando significado e utilidade,

como ilustrado na figura a seguir (Castro, 2016).
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Figura 2 - Definicdo dos termos: Dados, informagao e conhecimento.
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Fonte:Castro, 2016.

No cenario atual da ciéncia de dados e da mineracdo de dados, a
linguagem de programacao Python emergiu e consolidou-se como uma das
ferramentas predominantes e mais influentes. Sua popularidade deriva de sua
sintaxe considerada clara e relativamente facil de aprender, com bibliotecas
integradas e especializadas que facilitam a execucdo de tarefas complexas
(Mckinney, 2022).

Por apresentar um desempenho considerado de alto nivel, a linguagem
python vem como aliada para otimizar a manipulagdo de dados. Atualmente, vem
sendo muito utilizada para analises de grande quantidade de dados, por ser uma
linguagem de programagao dindmica e de facil aprendizado. Esta pode ser
utilizada de forma isolada, como também integrada a diversas bibliotecas e
também outras linguagens . A biblioteca Pandas é fundamental, fornecendo
estruturas de dados de alto desempenho e faceis de usar (principalmente o
DataFrame) e ferramentas para leitura, escrita, limpeza, transformagéo, agregacao
e analise de dados (Mckinney, 2022). Para visualizacao, a biblioteca Matplotlib é

utilizada para uma visualizagdo mais estabelecida, fornecendo um controle
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detalhado sobre a criagdo de graficos estaticos, animados e interativos. Para
tarefas mais avangadas, como as que envolvem redes neurais € machine learning,
bibliotecas como TensorFlow e PyTorch se tornaram referéncias no campo do
aprendizado profundo. Além dessas, ha ferramentas voltadas a areas mais
especificas, como o NLTK e o spaCy para o Processamento de Linguagem Natural
(PLN), BeautifulSoup e Scrapy para extracdo de dados da web, e NetworkX, ideal
para quem trabalha com analise de grafos e redes complexas. Na area de
computagdo cientifica, destaca-se a biblioteca SciPy, que complementa o
ecossistema com ferramentas robustas para calculos técnicos e cientificos
(Mariano et al., 2015).

Em relagdo a Bioinformatica, pode-se ter aplicacdes diversas como a
classificagado para compreender condigdes e caracteristicas das ciéncias émicas,
tomadas de decisdo e maximizacdo do tempo nas vastas pesquisas em fontes de
dados biolégicos que continuam em uma rapida expansao (Lan et. al., 2018).
Python possui bibliotecas voltadas ao tratamento de grandes volumes de dados
biologicos. Dentre elas, destaca-se o Biopython, um projeto de codigo aberto
mantido por uma comunidade internacional, que integra o termo “Bio”, ao lado de
ferramentas como BioJava, BioPerl e BioRuby. Essa biblioteca permite desde a
manipulacdo e anotagdo de sequéncias genéticas até analises filogenéticas,
acesso a bancos de dados como o NCBI, e aplicagbes com aprendizado de
maquina, contribuindo para pesquisas mais ageis e eficientes no campo das

ciéncias 6micas (Mariano et. al., 2015).
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2 JUSTIFICATIVA

As etapas de pré-processamento de reads compreendem etapas cruciais
para avaliar e melhorar a qualidade dos dados gerados pelas plataformas de
sequenciamento. Todas as analises posteriores, como por exemplo montagem de
transcritos e anadlise de expressdo génica, dependem da qualidade dos dados
gerados na etapa de pré-processamento, que deve ser feita de forma criteriosa.
Essa é a unica fase da analise que deve ser realizada independente da ciéncia
Omica que se esteja analisando.

Quando realizamos pesquisas na literatura encontramos trabalhos usando
plataformas de sequenciamento distintas, bem como programas diferentes para
realizar a etapa de pré-processamento. Muitos trabalhos comparam o uso de mais
de uma ferramenta de Bioinformatica usada na etapa de pré-processamento das
reads, porém geralmente comparam a performance computacional dessas
ferramentas. Nao temos informacdes referentes as ferramentas predominantes

utilizadas na etapa de pré-processamento atualmente.

3 OBJETIVO

O presente trabalho teve como obijetivo realizar um levantamento baseado
em artigos cientificos publicados no banco de dados PubMed do NCBI, nos
ultimos 5 anos, das plataformas de sequenciamento em larga escala e
ferramentas de Bioinformatica para o pré-processamento de reads em dados
transcriptomicos foram predominantemente utilizadas, através da mineracdo de

dados (data mining) usando Python.
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4 METODOLOGIA

A metodologia utilizada na pesquisa trata-se de um levantamento descritivo
observacional com abordagem qualitativa, buscando revisar de forma sistematica
artigos cientificos disponiveis de forma online no banco de dados PubMed do
NCBI (National Center for Biotechnology Information) publicados nos ultimos 5
anos.

Para isso, foram definidas palavras-chave a partir de duas abordagens para
busca dos termos, sendo que a primeira contou com os termos: Preprocessing
tools “Bioinformatics® AND “Preprocessing tools” ; “Transcriptome” AND
“Preprocessing tools” ; “RNA-Seq” AND “Preprocessing tools” e "Sequencing
platform" AND "Preprocessing" AND "RNA-Seq". e para sequenciamento:
“Sequencing platform” AND “RNA-seq” ; “Sequencing platform” AND
“transcriptome” ; "Sequencing platform" AND transcriptomics; “Sequencing” AND
‘RNA-seq”; “Sequencing” AND “transcriptome” e "Sequencing" AND
transcriptomics. Sendo a segunda demonstrada nas tabelas 2 e 4, o mais eficaz
para a montagem do banco de dados.

Os artigos cientificos identificados foram coletados e organizados

inicialmente por meio do Google Sheets, o que permitiu estruturar um banco de
dados com as informagdes extraidas de cada estudo. A categorizagdo desses
dados foi realizada com base na analise metodolégica de cada artigo,
identificando-se quais plataformas de sequenciamento e quais ferramentas
bioinformaticas foram utilizadas na etapa de pré-processamento dos dados
transcriptdmicos. As variaveis categorizadas incluiram: titulo, autores, ano de
publicagao, identificacdo do artigo (PMID), tipo de estudo (humano, animal ou
planta), fragmentos analisados, quantidade de células, plataforma utilizada e tipo
de plataforma.
Ademais, foi realizada uma analise criteriosa para verificar se cada artigo se
enquadra no escopo e objetivo do estudo, sendo desconsiderados aqueles que
nao atendiam aos critérios estabelecidos, como o0os que nao apresentavam
aplicacdo direta em estudos transcriptbmicos ou ndo descreviam o uso de
ferramentas de pré-processamento e plataformas de sequenciamento.

Baseado em técnicas de analise de dados (data mining) exploratéria com

enfoque na extragcdo e analise descritiva das informacgdes, a categorizacdo do
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conjunto de ferramentas e plataformas mais utilizadas atualmente foram
relacionadas com as variaveis definidas como descrito acima.

Utilizou-se a linguagem de programacgao Python no ambiente interativo
Jupyter Notebook, com o apoio das bibliotecas Pandas, para a manipulagéo e
analise dos dados, e Matplotlib, para a geragao de graficos. Os dados tabulares
foram importados em formato de DataFrame e, a partir disso, foram aplicadas
técnicas como selecdo de variaveis, filtragem, cruzamento de categorias para
identificar possiveis relagdes entre as variaveis, sumarizagdo de frequéncias e

geracéao de graficos descritivos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Termos utilizados para a pesquisa

No presente trabalho, foi necessario refinar e analisar termos mais
especificos para realizar a busca dos artigos. Os termos definidos para as buscas
foram associados com RNA-seq. Inicialmente os termos definidos para a pesquisa

utilizados estao descritos nas tabelas 1 e 2.

Tabela 1 - Termos utilizados para pesquisa referentes a etapa de pré-processamento

Termos definidos a priori Termos utilizados

“Bioinformatics” AND “Preprocessing tools” ;
Preprocessing tools “Transcriptome” AND “Preprocessing tools” ;
“RNA-Seq” AND “Preprocessing tools”

"Sequencing platform" AND "Preprocessing"
Preprocessing AND "RNA-Seq"

Fonte: Elaborado pela Autora

Tabela 2 - Termos utilizados para pesquisa em relagdo ao sequenciamento

Termos definidos a priori Termos utilizados

Sequencing platform “Sequencing platform” AND “RNA-seq” ;
“Sequencing platform” AND
“transcriptome” ; "Sequencing platform"
AND transcriptomics.

Sequencing “Sequencing” AND “RNA-seq”;
“Sequencing” AND “transcriptome”;
"Sequencing" AND transcriptomics.

Fonte: Elaborado pela Autora

No entanto, ao realizar a busca tais termos n&o estavam direcionando para
os artigos especificos e de interesse. Nesse sentido, foi necessario refinar a busca
e assim, optou-se por utilizar na etapa de pré-processamento as ferramentas mais
utilizadas para a limpeza das reads geradas através do sequenciamento. Este
ajuste metodoldgico, destacou e priorizou a busca por nomes de ferramentas e
também das plataformas de sequenciamento, permitiu uma selecdo mais

direcionada e eficiente dos artigos. Esta dificuldade e necessidade de refinamento
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considera-se como um resultado relevante, pois é possivel compreender como a
terminologia e a forma como as informacgdes sdo descritas nos artigos podem
impactar significativamente a recuperacdo de dados em estudos de carater
sistematico e exploratodrio, especialmente em areas como a bioinformatica, em que

ha uma grande diversidade de nomenclaturas e fluxos de trabalho.

Dessa forma, novos termos foram estabelecidos, baseados nos nomes de
plataformas e ferramentas comumente utilizadas em estudos de bioinformatica,

como demonstrado nas tabelas 3 e 4.

Tabela 3 - Termos utilizados para a montagem do banco de dados para busca das
ferramentas de pré-processamento

Ferramenta de Termos N° de Referéncia:

Bioinformatica utilizados artigos

FASTQC "FASTQC" AND 27 ANDREWS, S.(2010)
"RNA-SEQ"

MUItiQC "MUItiQC" AND 3 EWELS, P. et al. (2016)
"RNA-SEQ"

Prinseq "Prinseq" AND 0 SCHMIEDER, R.; EDWARDS, R.
"RNA-SEQ" (2011).

Trim galore "Trim galore" AND 1 KRUEGER, F. (2015).
"RNA-SEQ"

FASTX Toolkit "FASTX Toolkit" 0 GORDON, A. (2010)
AND "RNA-SEQ"

FASTP "FASTP" AND 4 CHEN, S. et al. (2018).
"RNA-SEQ"

Trimmomatic "Trimmomatic" 5 BOLGER, A. M.; LOHSE, M.
AND "RNA-SEQ" USADEL, B. (2014).

SeqyClean "SeqyClean" AND 0 ZHBANNIKQV, et al. (2017).
"RNA-SEQ"

SeqTrim "SeqTrim" AND 0 FALGUERAS, A. et al. (2010).
"RNA-SEQ"

Cutadapt “Cutadapt” AND 3 MARTIN, M. (2011).

“‘RNA-SEQ”

Fonte: Elaborado pela Autora



Tabela 4 - Termos utilizados e considerados para os resultados presentes neste estudo

Termos definidos para a Termos utilizados Quantidade de artigos
busca

lllumina "lllumina" AND 900
"RNA-SEQ"

PacBio "PacBio" AND 241
"RNA-SEQ"

miniON "miniON" AND 27
"RNA-SEQ"

Fonte: Elaborado pela autora

Os novos termos permitiram uma busca mais direcionada, para além da
selecdo de palavras chaves, alguns critérios relevantes para o levantamento
foram estabelecidos, como desconsiderar artigos que nao apresentem estudos de
caso, duplicatas, revisdes sistematicas e bibliograficas. Os resultados obtidos em
algumas pesquisas tiveram os mesmos artigos encontrados, nos quais 0s que
estavam duplicados foram filtrados e retirados os de repeticdo, permanecendo na
pesquisa apenas um, para que nao houvesse resultados duplicados.

Selecionando assim, aqueles que se enquadram com o objetivo do presente
trabalho. No levantamento de ferramentas de pré-processamento, 27 artigos foram
selecionados, e para as plataformas de sequenciamento, 719 artigos foram
considerados para compor o banco de dados. O que possibilitou as analises
posteriores de forma mais precisa sobre as ferramentas de pré-processamento e
plataformas de sequenciamento atualmente utilizadas em  estudos
transcriptdomicos.

Foi-se analisado primeiramente os resumos para compreender se a
pesquisa realizada no artigo seria utilizada e depois os materiais e métodos, a fim
de identificar como foi realizada e os pipelines bioinformatica utilizados. Para
compor o presente trabalho e as tabelas ficarem adaptadas, optou-se por utilizar o

PMID como identificador dos artigos selecionados.
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5.2 Analise dos dados obtidos - Pré-processamento

Com o auxilio da aplicacdo Jupyter notebook, juntamente, com as
bibliotecas Pandas e Matplotlib, foram filtrados e analisados os dados do
dataframe. Os dados obtidos de acordo com o numero de artigos
encontrados, revelam um predominio significativo do uso da ferramenta
FastQC para controle de qualidade, com um total de 15 artigos, representando
a maior concentragdo entre todas as ferramentas avaliadas. Em seguida,
aparece a combinacgao entre FastQC e MultiQC, mencionada em 6 estudos.
Pelo levantamento essa associagao foi a mais comum, se comparado com
FastQC e Trimmomatic (3 artigos) demonstra que alguns autores optaram por
empregar diferentes ferramentas em conjunto. A ferramenta Trimmomatic
utilizada de forma isolada, foi observada em apenas 2 artigos, o que indica
menor prevaléncia desta nos artigos levantados para controle de qualidade,

como demonstrado na tabela 5 e na figura 3.
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Tabela 5 - Numero de ferramentas de pré-processamento utilizadas nos anos de 2020 a

2024, representando o tipo de estudo.

Ano PMID Ferramenta - controle de Ferramenta - Tipo de estudo
qualidade Trimming
2020 32547551 FastQC N&o Menciona Humano
2020 32642521 FastQC Trimmomatic Animal
2020 32986356 FastQC N&o Menciona Humano
2020 33318985 FastQC e MultiQC Cutadapt Humano
2020 33318985 FastQC e MultiQC Cutadapt Humano
2021 34360925 FastQC BBDUK2 Humano
2021 33978066 FastQC e Trimmomatic Trimmomatic Animal
2022 35099752 FastQC Cutadapt Humano
2022 35576023 FastQC N&o Menciona Animal
2022 36381277 FastQC e Trimmomatic Trimmomatic Humano
2023 36598628 FastQC N&o Menciona Animal
2023 37683796 FastQC N&o Menciona Animal
2023 37733230 FastQC N&o Menciona Animal
2023 36724030 Trimmomatic Trimmomatic Planta
2023 38115564 FastQC N&o Menciona Planta
2023 37727589 FastQC N&o Menciona Animal
2023 37089209 FastQC N&o Menciona Animal
2023 36969977 FastQC e MultiQC N&o Menciona Humano


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32547551
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32642521
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32986356
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33318985
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33318985
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34360925
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33978066
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35099752
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35576023
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/36381277
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/36598628
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/37683796
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/37733230
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/36724030
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/38115564
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/37727589
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/37089209
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/36969977

2023 37006386 FastQC e MultiQC Nao Menciona Planta
2024 38406249 FastQC N&o Menciona Humano
2024 38734729 FastQC e MultiQC N&o Menciona Animal
2024 38990974 FastQC Cutadapt Humano
2024 38097858 FastQC e MultiQC Cutadapt Humano
2024 38998009 Trimmomatic Trimmomatic Animal
2024 38406249 FastQC Fastp Humano
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Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 3 - Relagéo dos artigos cientificos de acordo com a ferramenta de
pré-processamento para controle de qualidade.

FastQC

FastQC e MultiQC

FastQC e Trimmomatic

Trimmomatic A 2

Fonte: Elaborado pela autora.

O uso da ferramenta FastQC na maioria dos estudos, pode ser
explicado pela sua facilidade de uso e a geragcédo de relatorios precisos e
confiaveis. E possivel integra-la as demais ferramentas para potencializar
determinado estudo, sendo uma ferramenta de cédigo aberto, compativel com
diferentes pipelines bioinformaticos. O formato FastQ é o padrao para leituras

das sequéncias geradas a partir de tecnologias de sequenciamento de nova


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/37006386
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/38406249
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/38734729
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/38990974
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/38097858
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/38998009
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/38406249
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geragao. Além disso, fornece analises automatizadas de multiplos parametros
essenciais, como a qualidade por base, distribuicdo do conteudo GC e
deteccdo de sequéncias adaptadoras (Andrews, 2010). O seu uso é eficaz

para o pré-processamento de dados em larga escala.

As ferramentas utilizadas para o controle de qualidade podem ser
associadas a outras dependendo da qualidade das leituras obtidas. Nesse
sentido, estas foram levantadas também, o que resultou com a prevaléncia
das ferramentas Cutadapt e Trimmomatic, cada uma presentes em 5 dos
artigos levantados.

A partir da relagdo da distribuicio das ferramentas de
pré-processamento em relagao ao tipo de estudo permitiu a categorizagao dos
artigos conforme o organismo: humano, animal e planta. E possivel observar
que a ferramenta FastQC é predominante em estudos humanos e em animais,
sendo 8 e 7 ocorréncias. A combinacao das ferramentas FastQC e MultiQC é
menos frequente, em sua maioria em estudos humanos, 4 artigos, animais e

plantas e apenas 1 artigo para cada organismo.

Figura 4 - Frequéncia dos estudos em relacdo ao tipo de estudo com a ferramenta de

controle de qualidade utilizada.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Os estudos humanos se destacam em relagao ao total de analises com



as ferramentas de controle de qualidade, nos quais também predominam as
ferramentas utilizadas para a etapa de trimming (processo de remocao de
sequéncias indesejadas ou de baixa qualidade das leituras).

O tipo de estudo ao longo dos ultimo 5 anos (2020 a 2024), pode-se
verificar que os estudos humanos no periodo todo analisado, € o que mais se
destaca em relacao as quantidades, tendo predominancia em 2020 e 2024, o
que indica como tais pesquisas estdo em destaque para estudos
transcriptdmicos. No caso de estudos com animais, o crescimento significativo
€ a partir de 2022, com pico em 2023, assim como estudos envolvendo
plantas.

De forma geral, o tipo de estudo planta apresentou a menor frequéncia e
diversidade de ferramentas, o que pode refletir tanto limitacbes em iniciativas
cientificas voltadas a esse grupo quanto possiveis diferengas nos requisitos

metodoldgicos.

Figura 5 - Frequéncia de cada tipo de estudo ao longo dos anos
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Tipo de Estudo
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Fonte: Elaborado pela autora.

A predominancia do uso de FastQC nos artigos cientificos levantados,

Animal
Humano
Vegetal

2024



26

pode indicar que este é fundamental em pipelines de bioinformatica, para a
verificacdo do controle de qualidade de leituras obtidas. Indicando que nao
necessariamente seja uma concorrente com as demais, mas sim ferramentas
que se complementam no controle de qualidade (QC) e pré-processamento.
Esta ferramenta demonstra-se como ponto de partida para o diagndstico
(Andrews, 2010), o que pode direcionar o uso das demais ferramentas que
estdo mais associadas com o tratamento e agregacéao de resultados. Devido a
isso ha a distingdo nas colunas da planilha como “controle de qualidade” e
“trimming”.

Em estudos humanos e animais acompanha com maior frequéncia
esses estudos ao longo dos anos. A constancia dos estudos humanos justifica
o uso diversificado de ferramentas, como combinagdes com MultiQC e
Trimmomatic. Ja o pico de estudos com animais em 2023 coincide com a
diversificagcao das ferramentas. Os estudos com plantas, por sua vez, sao
os menos frequentes e apresentam pouca diversidade de ferramentas. Em
sintese, a crescente relevancia dos estudos com modelos animais e a
subrepresentacao das pesquisas com plantas revelam tendéncias e lacunas
que podem orientar futuras investigagcbes e estratégias de padronizagao

metodologica.

5.3 Analise dos dados obtidos para Plataformas de Sequenciamento

A partir da analise dos artigos, foi realizado um mapeamento das principais
plataformas de sequenciamento de dados transcriptdmicos para identificar a
predominancia de uso de cada uma. Verificou-se a relagdo completa dos artigos
analisados, com as respectivas plataformas utilizadas, esta apresentada na Tabela
6 que pode ser acessada através do link:
{https://drive.google.com/file/d/11QqLBOOMCrxBOGy7gCkVTHZGph6zQLRh/view?

usp=drive link}.

Com base nesses dados, foi realizada uma analise da distribuigdo temporal,
quantificando o uso das plataformas por ano de publicacdo. A Tabela 7 permite
observar que a plataforma Illumina € a mais frequente, embora muitos estudos
combinem o uso de mais de uma tecnologia. E notavel que a dominancia desta

plataforma ndo apenas se manteve, mas se intensificou proporcionalmente ao


https://drive.google.com/file/d/11QqLB00MCrxB0Gy7gCkVTHZGph6zQLRh/view?usp=drive_link
https://drive.google.com/file/d/11QqLB00MCrxB0Gy7gCkVTHZGph6zQLRh/view?usp=drive_link
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longo do periodo. Em 2021, a lllumina correspondia a 80.6% das publicagdes,

fracdo que aumentou para 84.2% em 2024.

Tabela 7 - Relagao entre as plataformas mais utilizadas de acordo com a quantidade de

artigos publicados no ano periodo de 2020 a 2024.

Plataforma(s) 2020 2021 2022 2023 2024 Total por
utilizadas(s) plataforma
lllumina 82 150 130 105 107 574
lllumina e Pacbio 25 27 21 20 14 107
lllumina e miniON 3 2 4 2 - 11
Pacbio 1 1 1 2 1 6
lllumina e lon - 1 - - - 1
Torrent
miniON - 3 3 - 3 9
miniON e Sanger - - - - 1 1
lllumina e ONT 2 2 2 - 1 7
Pacbio e Sanger - - - 1 - 1
MGI FC e 1 - - - - 1
lllumina
Pacbio e ONT 1 - - - - 1
Total por ano 115 186 161 130 127

Elaborado pela autora.

Uma tendéncia secundaria relevante € o uso combinado da tecnologia de
leituras curtas da lllumina com a de leituras longas da PacBio. Essa abordagem se
manteve como a segunda mais frequente em todos os anos analisados,
correspondendo a aproximadamente 14-21% dos estudos, o que sugere uma
estratégia para a obtengao de transcriptomas mais completos.

O ano de 2021 destacou-se com o pico de publicagdes (n=186) na area
durante o periodo analisado. Embora em menor numero, a presenca de
tecnologias como a MiniON (Oxford Nanopore) e Pacbio de forma isolada ou
combinada sugere uma exploragdo continua de alternativas para

sequenciamentos de leituras longas.



Com os avangos das tecnologias de sequenciamento, organismos com
maior complexidade podem ser sequenciados em periodo curto de tempo com
diferentes comprimentos de leitura e rendimento, o que justifica a plataforma
illumina como a mais utilizada. Pois esta promove um custo menor por gigabase,
tem capacidade de produzir milhdes/bilhdes de sequéncias em um tempo e
diversos tipos de plataforma eficientes para o objetivo dos estudos. No geral,
devido aos seus sistemas de alto rendimento e custo-beneficio, a lllumina dominou
o cenario comercial da NGS Technologies nas ultimas décadas (Akagin et al.,
2022). A medida que as tecnologias de sequenciamento continuam a avancar na
década de 2020, elas prometem aprimorar ainda mais nossa compreensao de
sistemas biolégicos complexos. (Kazim et al., 2024).

Adicionalmente, o uso da plataforma Pacbio associado a plataforma illumina,
permite obter dados de alta qualidade com longo comprimento de leitura e
precisdo, o0 que pode superar as limitagdes de uma unica tecnologia. O
sequenciamento de leitura curta geralmente pode fornecer alta cobertura (e,
portanto, sensibilidade), enquanto o sequenciamento de leitura longa pode
fornecer mais informacgdes sobre isoformas, permitir o faseamento de variantes e o
splicing de variantes (Gong et al., 2024).

A fim de identificar quais os tipos de estudo mais frequentes, para todos os
tipos de plataforma, foi realizada a relagdo do numero de artigos levantados com o
tipo de estudo e ano. Os dados demonstraram que ha um certo dinamismo a
respeito dos focos de pesquisa nos anos de 2020 e 2024.

No ano de 2020, houve a predominancia nos estudos que envolvem
organismos plantas (n=69) e animais (n=64), ambas tiveram o ponto de declinio
continuo até 2024. No entanto, os estudos humanos apresentaram uma expressao
acentuada em relagdo ao crescimento, o que praticamente duplicou (n=68) em
relac&o ao inicio do periodo analisado

Houve uma crescente geral em todos os tipos de estudo no ano de 2021, o
que coincide com o ano com mais publicagdes, como apresentado anteriormente.
Ademais, estudos com microrganismos, tém uma diferenga expressiva se
comparado aos demais, sendo a categoria com menor numero de publicagdes, em
que teve um aumento em 2022. Todos os aspectos aqui evidenciados, podem ser
analisados de forma grafica na figura 6.

Figura 6 - Frequéncia do tipo de estudo no decorrer do periodo de 2020 a 2024
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Elaborado pela autora

O crescimento generalizado de todos os tipos de estudos em 2021, sugere
como a comunidade académica produziu muitos artigos cientificos nesse periodo.
Possivelmente, esse resultado esta relacionado com a pandemia de COVID-19,
em que houve uma intensificacdo de investigagdes que demandou esforgos para
diferentes tipos de estudo, como com microrganismos e plantas até a aplicagao
em modelos animais e estudos preliminares em humanos. Os estudos
bioinformaticos foram fundamentais na pandemia em diversos aspectos com o
desenvolvimento de ferramentas, metodologias e a integracéo de dados.

Nos estudos humanos, o expressivo aumento a partir do ano de 2022, deve
ter correlacdo com diretrizes e novos protocolos, a OMS estabeleceu como
prioridade o fortalecimento da capacidade dos paises para sequenciar patégenos
e, crucialmente, para utilizar os dados genémicos gerados na tomada de decisdes
em saude publica. O avango abrangeu todo o campo das ciéncias 6micas, como a
importancia dos estudos transcriptdmicos, que foram cruciais para potencializar o
combate a pandemia (Organizagdo Mundial da Saude, 2023).

Para a realizacdo do sequenciamento, ha tipos de plataformas especificas



variando significativamente conforme o tipo de organismo estudado. Um aspecto
metodolégico importante, € a alta frequéncia de artigos que n&o especificam o
modelo da plataforma utilizada nos tipos de estudo planta e humano, em que esta
€ uma etapa técnica fundamental, baseada em critérios como custo, rendimento
de dados e aplicagao.

A illumina possui multiplas plataformas e pela sua predominancia e
relevancia na quantidade de artigos, aqui serdo descritas as plataformas mais
utilizadas por tipo de estudo, como demonstrado nas figuras 7, 8, 9 e 10

respectivamente.

Figura 7 - Relagao dos tipos de plataforma lllumina em estudos plantas.
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Elaborado pela autora.
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Figura 8 - Relagao dos tipos de plataforma lllumina em estudos animais.
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Figura 9 - Relagao dos tipos de plataforma lllumina em estudos com microrganismos.
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Figura 10 - Relagao dos tipos de plataforma lllumina em estudos humanos.
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Em um panorama geral, ha uma diversidade consideravel de plataformas
utilizadas, sendo a principal a “HiSeq 2500 para os tipos de estudo de
microorganismo, planta e animal e para estudos humanos a plataforma que se
destaca é “NextSeq 500”.

Foram relacionadas estas da forma que estava descrito nos artigos
cientificos analisados. Foi encontrada a mencao "Seq 2500" , o que nao foi
possivel identificar de forma concreta qual era, mas com base nos modelos
comercializados e na popularidade observada nos graficos, presume-se que o
termo se refira a plataforma “HiSeq 2500”.

Segundo a documentacgao lllumina 2015, HiSeq 2500 é apresentada como
um unico sistema que combina saida escalavel de 10 Gb a 1 Tb com modos de
execucao flexiveis. A possibilidade de escolher entre o "modo de execugéo rapida
e alta saida" permite que os pesquisadores adaptem o percurso de seu projeto
especifico, seja ele pequeno ou grande, garantindo versatilidade e otimizagao de
custos e tempo. A NextSeq 500 atendeu a uma demanda crescente por agilidade
e flexibilidade, especialmente no campo da pesquisa clinica € humana. Com um

tempo de resposta inferior a 30 horas e kits de saida variavel, ela se tornou a




ferramenta ideal para aplicagdes como o sequenciamento de exomas,
transcriptomas e paineis de genes, onde a capacidade de analisar lotes menores
de forma agil e com resultados em poucas horas € mais valiosa do que o volume
bruto de dados.

A diversidade e coexisténcia das plataformas descritas nas figuras, mostram
um cenario cientifico que representa uma importante evolugdo no processo de

sequenciamento.
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6 CONCLUSOES

A tecnologia de sequenciamento de alto rendimento (high-throughput
sequencing) permite obter milhdes de sequéncias (reads) de DNA ou RNA de
forma rapida e com baixo custo. As plataformas de sequenciamento se
desenvolvem rapidamente e novas plataformas sdo lancadas periodicamente,
inclusive gerando um volume de dados cada vez maior.

No que se refere as ferramentas utilizadas para a aplicagao dos métodos de
mineragcdo de dados e demais procedimentos adotados, destaca-se a eficiéncia
do ambiente Jupyter Notebook. Sua versatilidade foi fundamental para a
realizacao de filtros e a analise de arquivos A biblioteca Pandas desempenhou
um papel essencial ao possibilitar a leitura e manipulagdo desses arquivos na
forma de DataFrames, facilitando a organizacao e interpretagcao dos dados.

Observando os resultados para plataformas de sequenciamento, notou-se que
a maioria dos trabalhos dos Uultimos 5 anos utilizaram na obtengcdao de
RNA-Seqg/transcriptdmica a plataforma lllumina HiSeq 2500 para os estudos que
envolvem animais, microrganismos e plantas. Enquanto que para estudos humanos
a plataforma de predominancia foi a NextSeq 500.

Ja para a analise de ferramentas de pré-processamento de dados
transcriptomicos as ferramentas Trimmomatic e Cutadapt foram as mais utilizadas
como o padrdo da area, refletindo a necessidade por solugdes eficientes e bem
estabelecidas para garantir a qualidade dos dados.

O presente estudo evidenciou a importancia de pipelines de bioinformatica
bem descritos e com informagdes necessarias para que um estudo seja replicado, a
quantidade de artigos que ndo mencionaram as ferramentas e plataformas que

utilizou, impactou os resultados obtidos.
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