
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

INSTITUTO DE COMPUTAÇÃO

Análise transcriptômica de
dados de osteossarcoma com

os softwares HISAT2 e
StringTie

Julia Pietro João Meidanis

Technical Report - IC-22-05 - Relatório Técnico

April - 2022 - Abril

The contents of this report are the sole responsibility of the authors.
O conteúdo deste relatório é de única responsabilidade dos autores.
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Resumo

Análises transcriptômicas têm se mostrado necessárias no ramo da Medicina, pois
faz-se viável a identificação de produtos da transcrição do DNA em diferentes moléculas.
No caso de mutações, como em células canceŕıgenas, os transcritos e protéınas sofrem
alterações, o que torna posśıvel analisar o padrão de expressão, com base nos produtos
e vias ativas. A partir disso, tratamentos podem ser desenvolvidos, visando a sobre-
vivência e o bem-estar de pacientes. Desse modo, com base nos dados de 35 pacientes
do Centro Infantil Boldrini e com aux́ılio do CENAPAD, sequências de RNA de crianças
com osteossarcoma foram analisadas via softwares e linguagens de programação. Este
projeto teve como principal objetivo a obtenção de dois produtos finais: matrizes com
contadores de genes e transcritos por amostras, que irão alimentar estudos sobre vias
metabólicas e expressão diferencial de genes. Para isso, as amostras passaram por
testes de qualidade, limpeza de sequências, mapeamento com genoma de referência e,
finalmente, o processo de contagem de transcritos. Os relatórios antes da limpeza ex-
pressaram resultados com baixas estat́ısticas básicas. Estes percentuais serviram de
aux́ılio para realizar os ajustes necessários nas amostras, como retirar bases de baixa
qualidade. Desse modo, logo após a limpeza dos dados, o relatório de qualidade apre-
sentou melhoras significativas na qualidade das sequências. Então, o mapeamento das
leituras com o genoma de referência resultou em taxa de alinhamento com média de
95,91%. Por último, a contagem de transcritos forneceu tabelas com os ńıveis de trans-
critos e genes expressos por amostras. Dessa forma, durante o PEOp 2022 foi posśıvel
desenvolver técnicas de bioinformática e chegar ao resultado esperado.

1 Introdução

O termo Transcriptoma refere-se ao conjunto de moléculas de RNA transcritas a partir do
DNA, em determinado contexto fisiológico celular. De modo que, as sequências de RNA
refletem a regulação gênica e precedem um dos produtos finais da expressão gênica, as
protéınas. Análises transcriptômicas proporcionam a identificação de protéınas que serão
geradas e o DNA que as originou. Em caso de mutações a ńıvel de DNA e, consequente-
mente, modificações proteicas e metabólicas, a análise dos transcritos permite identificar
o padrão de expressão das moléculas. Atualmente, esta análise é realizada por programas
de computador, pois é a melhor forma de lidar com quantidades significativas de dados.
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Este processo se tornou útil para a medicina de forma geral, possibilitando conhecer as vias
metabólicas das protéınas ativas em casos de doenças com origem em mutações gênicas,
como o câncer, por exemplo. Assim, tratamentos espećıficos podem ser desenvolvidos.

Este projeto teve como objetivo principal realizar contagem de transcritos por genes em
amostras do Centro Infantil Boldrini de pacientes com osteossarcoma, e disponibilizar os
resultados encontrados para estudos de expressão diferencial gênica. Com o intuito de gerar
os contadores, a análise transcriptômica contará com processos de testes de qualidades, lim-
peza, mapeamento e quantificação dos dados. Conceitos de bioinformática foram utilizados,
o que possibilitou o aprendizado de linguagens de programação em Linux. Além disso, para
cada um dos processos, softwares atuaram otimizando esta cadeia de procedimentos.

2 Metodologia

As análises realizadas durante o projeto ocorreram graças ao uso do Centro Nacional de
Processamento de Alto Desempenho em São Paulo (CENAPAD) [1]. O CENAPAD dis-
ponibiliza aos usuários ambientes computacionais para hardwares e softwares, assim como
armazenamento de dados. Com isso, através do uso de filas, foi posśıvel rodar os códigos,
o que permitiu o desenvolvimento do projeto em tempo hábil para outras atividades do
estágio.

As 35 amostras (raw data) provenientes de cada um dos pacientes foram gentilmente
cedidas, mediante acordo de confidencialidade, pelo Centro Infantil Boldrini e correspondem
a sequências de RNA de crianças entre 1 e 8 anos com osteossarcoma [2]. As informações
gerais sobre os dados podem ser encontradas no NCBI [3][4](National Center for Biotech-
nology Information), plataforma digital que providencia acesso a informações biomédicas
e genômicas. Os arquivos se encontram em formato paired.end, ou seja, cada transcrito
foi transformado em um cDNA (DNA complementar), que tiveram suas duas fitas lidas a
partir de casa ponta, ambas na direção 5’ para 3’. Primeiramente, cada uma das amostras
precisou passar por um controle de qualidade. Este procedimento inicial padrão possibilita
identificar posśıveis problemas com os raw data, e foi feito através de um software chamado
FastQC, o qual gera um relatório de qualidade com informações sobre:

• estat́ıstica básica dos dados;

• qualidade da sequência por base;

• pontos da qualidade de sequência por base;

• conteúdo da sequência por base;

• conteúdo de sequência por GC;

• conteúdo de sequência por N;

• distribuição do tamanho da sequência;

• ńıveis de duplicação da sequência;
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• sequência super representadas;

• conteúdo de adaptadores [5][6].

Com base nos parâmetros de baixa qualidade identificados no passo anterior, as amos-
tras são encaminhadas para a etapa de limpeza. Para promover a retirada de sequências
espećıficas de acordo com parâmetros explicitados nas linhas de código, foi utilizado o soft-
ware Trimmomatic [7] . Todos os dados passaram pela mesma filtragem e, ao final, para cada
um deles, outro relatório de controle de qualidade foi gerado, com o intuito de identificar
se houve melhorias.

Com os dados devidamente limpos e com qualidade certificada, o mapeamento pode ser
realizado. Conforme o protocolo sugerido pelo grupo do Dr. Salzberg da Johns Hopkins
University para análises de sequências de RNA [8], o software HISAT2 [9] mostrou-se ser um
método rápido para mapear os transcritos no genoma de referência. Para tal é necessário
um genoma de referência indexado, ou seja, com estruturas pré-computadas que facilitem as
buscas [10]. No caso deste projeto, o genoma humano foi adquirido no Manual do HISAT2,
que disponibiliza um banco de dados com genomas previamente indexados. Por se tratar
de um estudo de pacientes com osteossarcoma, escolheu-se um genoma com marcadores
genéticos (SNP) e anotações de transcritos (TRAN). Dessa forma, por meio do HISAT2,
cada par de amostras paired.end foi mapeado com o genoma de referência para identificar
a posição genômica dos transcritos [11] [12]. Arquivos ‘.sam’ foram gerados, sendo necessário
convertê-los para arquivos ‘.bam’ através do software SAMtools [13], para assim, compactar
os documentos para acesso mais rápido.

A contagem de transcritos necessita de dois processos. Um deles utiliza o software
StringTie [14], que gera estimativas de transcritos por amostra em conformidade com um
genoma de referência. Posteriormente, o produto gerado pelo StringTie é convertido em
duas matrizes, uma com contadores de genes e outra análoga, mas para transcritos. A partir
desta quantificação, informações sobre os transcritos de cada gene podem ser extráıdas,
estimulando estudos sobre vias metabólicas ativadas em casos de mutações, análises de
expressão diferencial gênica e associação com tamanhos de telômeros, importantes para o
avanço no tratamento oncológico.

3 Resultados e discussão

3.1 Controle de qualidade

O relatório de qualidade gerado pelo primeiro FastQC proporcionou o conhecimento da
qualidade inicial das amostras. Assim, para o programa em questão os inputs (entradas)
foram os 35 dados paired.end do Instituto, gerando 70 relatórios. Individualmente, além
de gráficos e listas de dados, as estat́ısticas básicas são acompanhadas de avisos: “Passed”,
“Warning” e “Fail”, que representam, respectivamente, normalidade, medianidade e anor-
malidade das sequências [15]. De um modo geral, para as amostras avaliadas, os ‘Fails’
dominantes são representados por qualidades das bases entre 0 e 20 Phred. O conteúdo de
sequências por base também mostrou-se irregular, com porcentagens incompat́ıveis entre as
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bases adenina, timina, citosina e guanina. Outro parâmetro que interferiu na qualidade das
amostras foram as sequências super-representadas, ou seja, sequências que apareceram mais
do que deveriam. Elas são comparadas com uma lista de contaminantes comuns, providen-
ciando a origem a partir de adapters e primers. Os indicadores com ‘Fail’ são esperados,
pois a própria coleta pode gerar consequências indesejadas [16]. Dessa forma, o teste de
qualidade informou indicadores sobre as amostras.

A figura 1 abaixo apresenta a qualidade das bases por sequência de uma das leituras da
amostra SRR1701090. De acordo com a posição dos nucleot́ıdeos, a qualidade da maioria das
bases concentra-se entre 0 e 20 Phred. Dessa forma, a maior parte dos dados dessa amostra
são representados na região vermelha e laranja do gráfico. A análise destes parâmetros
permite identificar que a qualidade por sequência de bases está baixa, diferenciando-se dos
maiores pontos esperados.

Figura 1: Qualidade por base das leituras do Relatório FastQc antes da limpeza. A amostra
corresponde ao ID SRR1701090_2.fastq.

3.2 Limpeza de dados

Com base nas flags com ‘Warning’ ditadas pelo relatório de qualidade, foi realizada a
limpeza dos dados pelo software Trimmomatic [7]. Para padronizar o processo, escolheu-se
seguir os mesmos parâmetros para todas as amostras. Desse modo, segundo a própria docu-
mentação do programa, bases com qualidades baixas (menor que Phred 3) foram retiradas
do ińıcio e final das leituras. Além disso, removeu-se leituras com tamanhos curtos (meno-
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res que 36 pares de bases) e sequências correspondentes a contaminantes comuns (adapter
TrueSeq). Ao final desta etapa, foram gerados 4 produtos para cada 2 leituras paired.end
das amostras: paired forward ( 1) e reverse ( 2), unpaired forward ( 1) e reverse ( 2). Os
produtos forward correspondem às leituras feitas a partir do primer forward, enquanto as
reverse são leituras feitas do primer reverse. Por sua vez, os formatos paired e unpaired
são respectivamente, casos onde ambas as leituras de um mesmo transcrito sobreviveram à
limpeza, e casos onde apenas uma das leituras sobreviveu. Dado o fato de que apenas uma
insignificante minoria de transcritos ficaram na categoria unpaired, somente os resultados
pareados foram escolhidos para dar-se continuidade.

Para concluir a análise da qualidade dos dados, eles passaram novamente pelo FastQC,
onde gerou-se mais um novo relatório para cada uma das 70 amostras. O resultado da
maioria deles mostrou-se aperfeiçoado. Os avisos ‘Fail’ diminúıram consideravelmente, en-
globando menos de 40% das amostras. Mesmo que algumas amostras ainda apresentem red
flags, o processo de limpeza já foi realizado, o que significa que, a partir deste momento,
posśıveis problemas são provenientes da amostra propriamente dita. Além disso, as por-
centagens de sequências contaminadas e bases com pareamento irregular também subiram
para ńıveis ‘Warning’ e ‘Passed’. Isto mostra que o processo de limpeza teve resultados
positivos.

Em relação a amostra SRR1701090, ao analisar a qualidade por sequência de bases
após o software Trimmomatic, notou-se uma considerável diminuição da concentração dos
dados na região vermelha do gráfico, como pode ser visualizado nna figura 2 . Dessa forma,
os pontos passam a se localizar em regiões entre 20 e 40 Phred, deslocando o resultado
encontrado no FastQC anterior. A amostra em questão foi selecionada pois ela permite
diferenciar as estat́ısticas básicas antes e depois da limpeza com clareza. Assim, percebe-se
que até mesmo a mediana dos boxplots na figura 2 gira em torno de 35 pontos, corroborando
a necessidade de aumentar sua qualidade dos dados antes do mapeamento.
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Figura 2: Qualidade por base das leituras do Relatório FastQc depois da limpeza. A amostra
corresponde ao ID SRR1701090_2.fastq.

3.3 Mapeamento

Desse modo, dois arquivos (paired_1 e paired_2) são os inputs para o mapeamento de
cada amostra. Mediante o estudo da documentação do HISAT2, descobrimos que, além das
sequências de RNA, também é necessário um genoma de referência indexado. O próprio pro-
grama disponibiliza-o pré indexado. Como o estudo trabalha com amostras humanas, nas
quais esperamos encontrar e buscar posśıveis diferenças no ńıvel de transcrição, informações
como: marcadores genéticos (SNP) e anotações de transcritos, são importantes para com-
plementar os resultados. Assim, o genoma de referência escolhido foi ‘Grch38_snp_tran’.
O mapeamento alinhou as amostras de RNA com o genoma, o que resulta na posição dos
transcritos em relação à referência. Como output (sáıda/resultado), um arquivo será ge-
rado para cada par de amostras paired.end, de modo a resultar em 35 arquivos. Os 35
dados gerados no mapeamento são encontrados em formato .sam, porém, para facilitar os
próximos passos para o computador, recomenda-se a conversão dos mesmos para o formato
.sam, ou seja, binário. Ademais, para cada processo de mapeamento, é dada uma taxa de
alinhamento, que corresponde à quantidade de leituras que foram mapeadas com o genoma
de referência. Neste caso, a taxa tende a ser maior que 90%, pois se tratam de amostras da
mesma espécie.

Como pode ser visto na figura 3, somente uma das amostras se encontra com porcenta-
gem menor que 90%, ou seja, em torno de 87%. Porém, o restante dos dados concentra-se
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Figura 3: Taxa de mapeamento das amostras em relação ao sexo e idade.

em regiões com taxas de alinhamento maiores que 96%. Por meio de análises estat́ısticas,
foi posśıvel verificar que a média equivale a 95,91%. Sobre a divisão de sexos, 16 amostras
são do sexo feminino, enquanto 19 são do sexo masculino. Em relação à idade, os dados
concentram-se nas idades 6 e 8, de forma que a idade com menos representantes seriam de
pacientes com 1, 4 e 7 anos.

3.4 Contagem de transcritos

Para a contagem de transcritos, o software StringTie [17] [18] [19] foi instalado e utilizado.
Primeiramente, foi preciso realizar uma etapa de Montagem, ou seja, as sequências de
RNA mapeadas tiveram suas definições estruturais montadas em relação a um genoma
de referência (Homo_sapiens.GRCh38.84.gtf). Por fim, 35 arquivos são gerados neste
momento. À vista disso, o próximo passo, realizado também pelo StringTie, recebe uma
lista com todos os produtos gerados na Montagem. Esta fase é chamada de União, pois
irá unir todos arquivos em uma lista com conjunto não redundante de transcritos. Assim,
as especificações das sequências de cada amostra são geradas e, posteriormente, reunidas
em uma única lista. Juntamente com o genoma de referência, as amostras mapeadas e a
lista de transcritos, pode-se seguir para o próximo passo. Da mesma forma, o StringTie

esteve presente, no entanto, de acordo com os parâmetros expressos na linha de comando,
conseguiu-se estimar a expressão de acordo com o genoma de referência para cada uma das
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35 amostras, o que acarretou nomear este processo de Estimativa.

Gene ID
SRR

1701090 170110 1701117 1701137 1701153

MSTRG.11|MIB2 84 1166 321 3210 857

MSTRG.113 13 22 0 383 182

MSTRG.112|RP11-345P4.9 26 501 58 1164 222

MSTRG.114|MMP23B 3 20 59 77 17

MSTRG.114 203 1454 164 1599 3422

MSTRG.115|CDK11B 224 810 266 1869 5195

MSTRG.115 0 0 0 4805 32

MSTRG.117 38 1875 159 6467 4972

MSTRG.117|SLC35E2B 357 3 526 978 1496

MSTRG.120 0 0 0 0 1588

Tabela 1: Contadores dos genes por amostra. Foi selecionado apenas 10 genes de 5 amostras.

O próximo passo seria uma etapa intermediária para a utilização do DESeq2, software
que testa a expressão diferencial com base em um modelo usando a distribuição binomial
negativa. Durante este trabalho, devido a um curto espaço de tempo (apenas 6 semanas),
não foi posśıvel analisar as sequências de RNA via DESeq2. No entanto, a matriz de lei-
turas mapeadas com um genoma de referência - input do DESeq2 - foi gerada. Para isso,
este passo, conhecido como prepDE (preparação para o DESeq2) [19], utilizou 35 arquivos
‘GTF’ do processo anterior, produzindo duas matrizes: uma com os contadores de genes
expressos por amostras e outra com os contadores de transcritos expressos por amostras.
As tabelas foram reduzidas a apenas 5 dados, 10 genes e 10 transcritos, isso pois os da-
dos completos apresentam tamanho elevado, impossibilitando a visualização das mesmas
no presente documento. As Tabelas 1 e 3.4 apresentam o conjunto de dados selecionado,
porém, ambas completas podem ser vistas no link de suas respectivas legendas.

Por conseguinte, todas as etapas discutidas acima constituem a pipeline do projeto de-
senvolvido. Isso pois, é formada por uma cadeia de processamentos, com funções e processos
variados, onde a sáıda de um procedimento é a entrada para outro.
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Transcripts ID
SRR

1701090 170110 1701117 1701137 1701153

ENST00000416931 2465 22137 1569 36378 27857

ENST00000457540 9066 186458 13360 244346 200996

ENST00000617238 1 2 1 8 8

ENST00000414273 17586 175755 26918 442951 259423

ENST00000427426 1575 14942 8547 40810 18116

MSTRG.25.1 57 0 553 17787 0

MSTRG.25.2 1539 26205 110 1461 10005

ENST00000621981 1 1 1 1 1

ENST00000514057 14904 111068 22053 277945 134169

ENST00000416718 4684 40966 5563 110108 46819

Tabela 2: Contadores dos transcritos por amostra. Foi selecionado apenas 10 transcritos de
5 amostras.

4 Conclusão

O relatório de qualidade gerado com as amostras sem limpeza proporciona o conheci-
mento dos posśıveis problemas das mesmas. Entre eles, pode-se notar baixa qualidade
por sequência de bases, baixos pontos de sequências por base, sequências super representa-
das e conteúdos de adaptadores. Como explicitado, este resultado é esperado em quaisquer
amostras coletadas. Por isso, a necessidade de gerar relatórios e descobrir a qualidade dos
dados. Haja vista os problemas identificados, estes são exclúıdos das amostras. Assim,
escolheu-se retirar bases de baixa qualidade no ińıcio e fim das leituras, tal como cortar
leituras correspondentes a contaminantes e leituras curtas, com menos de 36 pares de bases.
Como comprovação do processo de higienização dos dados, outro relatório de qualidade foi
produzido. Percebe-se a ńıtida melhora na qualidade por sequência de bases, pois há uma
mudança de avisos ‘Fail’ para ‘Warning’ ou ‘Passed’, como é o caso da amostra selecionada
como exemplo. A porcentagem de sequências super-representadas diminui consideravel-
mente e o conteúdo das bases se mostrou similar ao regular. Visto isso, pode-se considerar
que o processo de limpeza das amostras cumpriu com o esperado, trazendo melhorias para
a qualidade das mesmas.

O processo de mapeamento, com o intuito de localizar a posição dos transcritos, rendeu
uma taxa de porcentagem maior que 90% para a maioria das amostras. A média foi de
95,91%, o que prova compatibilidade das amostras com o genoma de referência. Resultado
esperado, dado que ambos são genomas humanos.

O produto do mapeamento é contabilizado pelos processos de Montagem, União e
Estimativa. Ao final de cada um deles, gera-se arquivos ‘gtf’, lista de transcritos e outros
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arquivos ‘gtf’ com estimativas de transcritos, respectivamente. Assim, calculou-se o ńıvel
de transcritos para as 35 amostras. A contagem de transcritos tem seu fim com o passo
chamado de prepDE (preparação para o DESeq2), que irá resultar em matrizes com os
contadores para genes e transcritos. Estes contadores são espećıficos para cada amostra de
genes e para cada um dos dados do Hospital.

Por conseguinte, com o apoio do Centro Infantil Boldrini, que forneceu os dados sobre
os casos de osteossarcoma, juntamente com o aux́ılio do CENAPAD, foi posśıvel anali-
sar as sequências de RNA. Softwares de bioinformática foram utilizados, como FastQC,
Trimmomatic, HISAT2, SAMtools e StringTie, que promoveram a geração de relatórios de
qualidade, limpeza de dados, mapeamento, conversão e, finalmente, contagem de transcri-
tos. Para que tudo isso fosse realizado, conhecimentos em programação foram necessários,
o que promoveu o aprendizado de diversas linguagens e documentos a ńıvel introdutório em
computação. De um modo geral, o programa de estágio no Boldrini (PEOp 2022) permitiu
conhecer a rotina de um Centro de Pesquisa, bem como dos pesquisadores. Ademais, garan-
tiu o desenvolvimento de técnicas em biologia, programação e bioinformática. Dessa forma,
criou-se v́ınculos com o conteúdo estudado, o que abriu portas para posśıveis trabalhos
futuros [2].
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